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Résumeé

Introduction : Les allergies sont aujourd’hui un probléme majeur de santé publique. Elles se déclarent
dans la majorité des cas en début de vie et ont un impact considérable sur la vie quotidienne des
enfants. La constante augmentation de la prévalence de ces maladies au cours des 30 dernieres années
ainsi que le manque de traitements curatifs font de la prévention une approche privilégiée. Afin
d’établir une prévention optimale, il apparait essentiel de mieux comprendre la mise en place des
réponses immunitaires dés le plus jeune age. La tolérance orale est un mécanisme de régulation
fondamental au niveau du tissu lymphoide associé a l'intestin, qui permet d’induire une tolérance
locale et systémique a I'encontre d’antigéne administré oralement. Bien que ce mécanisme ait été bien
étudié dans la prévention des maladies allergiques chez la souris adulte, tres peu d’études se sont
intéressées a la possibilité d’induire de la tolérance orale chez le nouveau-né. Objectifs et méthodes :
Au cours de ma these, j'ai étudié I'ontogénie de la tolérance orale en administrant au souriceau un
allergéne modéle, 'ovalbumine (OVA), au cours de la 1%, la 2°™ ou la 3°™ semaine par voie orale, via
le lait maternel. Afin d’évaluer I'efficacité de la mise en place de la tolérance orale, j’ai étudié chez ces
mémes souris a I’age adulte, les réponses allergiques a I’'OVA au niveau respiratoire afin de déterminer
si une tolérance systémique avait bien été établie. Résultats : (1) Lorsque le souriceau recoit I'antigene
par voie orale au cours de la 3*™ semaine, il est protégé a I’dge adulte contre le développement
d’allergies. Contrairement a ce qui est décrit chez I'adulte, la tolérance orale induite au cours de la 3¢
semaine de vie n’est pas médiée par I'induction de lymphocytes T régulateurs Foxp3, Trl (sécrétant de
I'IL-10) ou Th3 (sécrétant du TGF-B), mais par une déviation des réponses immunitaires vers une
différenciation de type Thl, médiée par I'IFN-y. (2) Lorsque le souriceau regoit I'antigéne au cours de
la 1% semaine de vie, il n’y a pas de mise en place de tolérance orale. L’étude de la fonction et du
phénotype des cellules dendritiques des ganglions mésentériques du souriceau m’a permis de mettre
en évidence un défaut de présentation de I'antigéne aux lymphocytes T CD4. Le défaut de présentation
d’antigene est associé a un défaut de capture de I'antigéne ainsi qu’a un déficit d’expression par les
cellules dendritiques CD103+ de la Retinaldehyde deshydrogénase (RALDH), enzyme responsable de la
conversion de rétinol en acide rétinoique, un cofacteur de différenciation des lymphocytes T au niveau
du tissu lymphoide associé a l'intestin. J'ai ensuite observé que le déficit en cellules dendritiques
CD103+ RALDH+ était associé a une déficience en rétinol sanguin chez le nouveau-né. (3) Afin de
confirmer que cette déficience était bien a I'origine des défauts du systéme immunitaire observées en
début de vie, j’ai administré un régime enrichi en vitamine A aux meres allaitantes. Ainsi, j’ai pu
augmenter les taux de rétinol sanguins du nouveau-né et le pourcentage de cellules dendritiques
CD103+ RALDH+. J'ai également rétabli une bonne capacité de capture de I'antigéne chez ces cellules
dendritiques, améliorant ainsi la capacité des cellules dendritiques néonatales a présenter |'antigene
et a induire une différenciation Thl. Enfin, cet enrichissement de I'alimentation maternelle avec de la
vitamine A a permis d’établir de la tolérance orale dés la 1% semaine via un mécanisme comparable a
celui observé chez les souriceaux agés de 3 semaines, a savoir une déviation vers une différenciation
Th1. Conclusion : Ma these apporte des connaissances fondamentales sur les capacités immunitaires
du nouveau-né et notamment sur la fonction de ses cellules dendritiques au niveau du tissu lymphoide
associé a l'intestin. Le déficit en vitamine A du nouveau-né semble jouer un réle central dans son
incapacité a mettre en place de la tolérance orale et a se protéger contre le développement d’allergies.
Ces observations suggerent de nouvelles voies de prévention des maladies allergiques adaptées et
spécifiques au début de vie, telles que la supplémentation en vitamine A.
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Liste des abbréviations

ALDH : alcool déshydrogénase

APC : cellule présentatrice d’antigéne
ARAT : acyl-coA rétinol acyltransférase
Cellule M : cellule microfold

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
CRBP : cellular rétinol-binding protein
DC : cellule dendritique

DTH: hypersensibilité de type différé
EGF : epidermal growth factor

FAE: épithélium associé au follicule
Foxp3 : forkhead box p3

HSC : cellule souche hématopoiétique
HSC : cellule stellaire hépatique

IFN : interféron

Ig : Immunoglobuline

IGF : insulin growth factor

IL : interleukine

ILC : innate lymphoid cell

IPEX : dérégulation immunitaire, polyendocrinopathie, entéropathie, syndrome lié au chromosome X
iTreg : lymphocyte T régulateur induit
LDL : lipoprotéine de faible densité
LRAT : lécithine rétinol acyle transférase
MLN: ganglion mésentérique

NK : Natural Killer

nTreg: lymphocyte T régulateur naturel



OVA : ovalbumine

RALDH: rétinaldéhyde déshydrogénase
RBP : rétinol-binding protein

REH : rétinyl ester hydrolase

SED: dome sub-épithélial

TCR : récepteur T

TGF : transforming growth factor

Th : T helper

TNF : tumor necrosis factor
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Avant-propos

L'objectif de ma thése est I'’étude des mécanismes a l'origine du développement des réponses
immunitaires du nouveau-né dans un contexte d’induction de tolérance orale via I'allaitement.

I) Afin d’introduire mes résultats, je vais dans une premiére partie présenter les réponses immunitaires
de I'adulte puis les spécificités propres de celles du nouveau-né. Je commencerai par une breve
présentation schématique des différents acteurs de I'immunité afin de me concentrer sur les réponses
immunitaires impliquant les lymphocytes T CD4+ effecteurs puis régulateurs. Je mettrai ensuite en
évidence les particularités des réponses T CD4+ du nouveau-né en insistant sur les défauts
immunitaires observés en période néonatale et leurs possibles mécanismes. Je mettrai également
I"accent sur I‘impact majeur de I'allaitement sur les réponses immunitaires en tout début de vie.

II) Vintroduirai ensuite la notion de tolérance orale comme acteur physiologique majeur d’homéostasie
immunologique mais également comme outil d’induction de protection systémique contre les
antigenes donnés par voie orale chez I'adulte. Je mettrai en avant le lieu et les étapes clés de I'induction
de tolérance orale puis I'impact que peut avoir le microbiote intestinal sur son induction. Enfin, je
mettrai en évidence le peu de connaissances établies sur ce mécanisme pourtant essentiel chez le
nouveau-né et I'impact de I'allaitement sur ce processus.

1) Afin d’expliquer le role majeur de la prévention des allergies par I'induction de tolérance orale,
j'introduirai les maladies allergiques en expliquant leur mécanisme, leurs différentes manifestations
physiologiques et j’insisterai sur le manque de traitements curatifs afin de mettre I'accent sur
I'importance d’une action précoce afin de prévenir le développement de ces maladies tres
handicapantes.

IV) Enfin, ma thése ayant permis de mettre en évidence un déficit physiologique en vitamine A sérique
chez le nouveau-né affectant I'induction de tolérance orale, j’introduirai la vitamine A dans un contexte
général physiologique puis dans son impact reconnu sur les défenses immunitaires.

Je présenterai ensuite les objectifs de ma thése puis les résultats obtenus afin d’'y répondre. Les
résultats seront présentés sous la forme d’une synthése des résultats obtenus suivie de I'article
correspondant (actuellement en révision pour Journal of allergy and clinical immunology, JACI-D-14-
01037).

Enfin, au cours de la discussion, j'intégrerai les résultats obtenus au cours de ma thése dans un
contexte bibliographique.
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[) Lesréponsesimmunitaires : adulte vs
nouveau-ne

1) Généralités sur le systeme immunitaire

Le systeme immunitaire correspond a I'ensemble des mécanismes de défense de I'organisme. On
appelle réponse immunitaire le déclenchement du systéme immunitaire face a un antigene. Il en existe
deux types: I'innée et I'acquise (également appelée adaptative) (voir Figure 1).

» Laréponse immunitaire innée

La réponse immunitaire innée ou non-spécifique agit en ne tenant pas compte de I'antigéne qu’elle
combat. Elle constitue la premiére ligne de défense face a une infection (apreés les barrieres physiques
telles que la peau ou les muqueuses). Les cellules de I'immunité innée réalisent pour la plupart la
phagocytose : un systéme d’absorption et de dégradation de I'antigeéne non spécifique. Les cellules
phagocytaires sont les granulocytes neutrophiles (les plus nombreux) et les monocytes, qui se
transformeront par la suite en macrophages. Les macrophages ont également la capacité de participer
a la réponse adaptative grace a leur fonction de présentation de I'antigene.

Dans I'immunité innée on note également la présence de granulocytes éosinophiles, basophiles et de
mastocytes. Le rble essentiel des éosinophiles est de s'attaquer aux parasites de I'organisme, sans les
phagocyter : ils se fixent dessus et déversent leurs granules contenant des enzymes destinées a les
détruire. Les basophiles contiennent des vacuoles avec des substances toxiques a la fois pour
I’antigéne a détruire et pour I'organisme (histamine, héparine). Eosinophiles, basophiles et mastocytes
jouent également un réle dans l'allergie. Les IgE (immunoglobulines spécifiques de I'allergie) se fixent
a la surface du mastocyte, puis en présence de I'allergene, induisent la dégranulation du mastocyte et
la libération de médiateurs chimiques tels que la sérotonine, I'histamine ou I’héparine.

Les « innate lymphoid cells », ou ILC, sont une nouvelle population cellulaire émergeant comme
d’importants effecteurs de 'immunité innée ayant un réle central dans le remodelage tissulaire. Les
prototypes de cette population sont les cellules NK (Natural Killer), découvertes en 1975, et les LTi
(lymphoid-tissue inducer), découvertes en 1997. Les cellules NK ont pour cibles les cellules de
I’organisme infectées par des virus et les cellules tumorales. Elles sont cytotoxiques et réalisent
I’histolyse des cellules de maniere non spécifique notamment grace a la sécrétion de perforine et de
granzyme. Les LTi sont essentiels a la formation des organes lymphoides au cours de I'embryogénése.
Plus récemment, des populations distinctes d’ILC (ILC1, 2, 3) ont été mises en évidence, provenant
d’une origine développementale commune. Ces différentes ILC ont une expression de cytokines
semblable aux différentes classes de lymphocytes T CD4+ helper. Elles sont essentielles pour les
réponses immunitaires précoces a I'encontre des micro-organismes et contribuent a la réparation des
tissus et au maintien de I'intégrité épithéliale aux niveaux des barrieres de I'organisme. Elles peuvent
également étre impliquées dans des pathologies inflammatoires telles que les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin, pour les ILC sécrétant de I'lL-17 ou de I'IFN-y, ou dans certains modeéles
d’asthme allergique pour les ILC sécrétant des cytokines de type Th2 (Spits et al., 2013).
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Enfin la derniére cellule qui permet de faire la jonction entre le systéme immunitaire inné et adaptatif
est la cellule dendritique. Ses fonctions seront décrites en détail par la suite mais, pour résumer, la
cellule dendritique est capable de phagocyter tous les antigenes de maniére non spécifique, de les
dégrader puis d’exprimer a sa surface des peptides antigéniques via un complexe
d’'immunohistocompatibilité de type | (CD8+) ou Il (CD4+). Grace a ce mécanisme et a I'expression
d’autres molécules, la cellule dendritique va induire I'activation et la différenciation des lymphocytes
T CD8+ et CD4+ qui font partie de la réponse immunitaire adaptative.

» Laréponse immunitaire acquise ou adaptative

La réponse immunitaire acquise ou adaptative est spécifique de I'antigene et fait intervenir des cellules
spécialisées appelées lymphocytes. Il en existe deux classes : les lymphocytes B et les lymphocytes T.

Les lymphocytes B sont responsables de la réponse humorale grace a leur production d’anticorps ou
immunoglobulines. Lorsqu’ils rencontrent un antigene, ils le capturent directement, s’activent,
proliferent et génerent des anticorps. lls se différencient ensuite en plasmocytes, qui sécretent les
anticorps spécifiques de I'antigeéne. Ces anticorps sont alors capables de se fixer sur les protéines
étrangeres et d’induire leur dégradation.

Les lymphocytes T sont responsables quant a eux de la réponse cellulaire. Ils sont de deux types CD4+
et CD8+. Les lymphocytes T CD8+ sont dits cytotoxiques puisqu’ils dégradent directement les cellules
infectées exprimant a leur surface le peptide antigénique qui leur a été présenté via le CMH |I. Les
lymphocytes T CD4+ peuvent étre de type effecteur ou régulateur selon leur fonction et leur sécrétion
de cytokines. lls sont activés grace a la présentation de I'antigene par le CMH Il des cellules
dendritiques. lls seront eux aussi décrits plus en détails par la suite mais pour résumer, les lymphocytes
T CD4+ effecteurs sont dits auxiliaires ou helper et peuvent étre Thl ou Th17 quand ils jouent un role
pro-inflammatoire ou de type Th2 quand ils jouent un réle dans I'immunité contre les parasites ou
I'allergie. Les lymphocytes T CD4+ sont dits auxiliaires puisque grace a leur sécrétion de cytokines et a
leur contact, ils permettent d’amplifier la réponse d’autres cellules immunitaires telles que les
phagocytes ou les lymphocytes B. Les lymphocytes T régulateurs quant a eux inhibent les réponses des
autres types de lymphocytes T afin d’empécher des réponses immunitaires trop importantes, auto-
immunes ou déléteres pour |'organisme.

14



Figure 1 : Schéma du systéme immunitaire
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2) Lesréponses T CD4+ chez I'adulte

a) Le premier acteur : la cellule dendritique

Parmi les cellules présentatrices d’antigéne (APC) professionnelles, on retrouve les lymphocytes B, les
macrophages et les cellules dendritiques qui ont été mises en évidence comme le premier acteur
indispensable de I'activation des lymphocytes T CD4+ naifs. Contrairement aux lymphocytes B qui sont
directement capables de reconnaitre I'antigéne via leur récepteur B, les lymphocytes T nécessitent que
I'antigéne soit dégradé et qu’un peptide antigénique particulier leur soit présenté par des cellules
présentatrices d’antigéne (APC). Le récepteur T (TCR) reconnait des fragments antigéniques liés au
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) a la surface des APC. Ces CMH peuvent étre de deux
types, le CMH I va stimuler la différenciation des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques alors que le CMH Il
va stimuler la différenciation des T CD4+ auxiliaires (Th). Les antigénes intracellulaires sont dégradés
en peptides dans le cytosol des APC, liés au CMH | et reconnus par les CD8+ cytotoxiques capables de
directement détruire la cellule cible. Les antigénes extracellulaires entrent dans la voie de I'endocytose
de I’APC et sont généralement présentés via le CMH Il aux lymphocytes T CD4+. Las antigenes exogenes
peuvent également étre présentés via le CMH | aux lymphocytes T CD8+ grace a un processus de
présentation croisée (den Haan and Bevan, 2001).

Parmi les APC, les cellules dendritiques sont les plus efficaces (Banchereau and Steinman, 1998).

- Les cellules dendritiques (DC) doivent leur nom a leur forme particuliere étoilée, due a des
prolongements cytoplasmiques dits dendrites capables de s’allonger ou de se rétracter en
fonction des besoins

- Elles sont localisées dans tous les tissus lymphoides et la grande majorité des tissus non
lymphoides.

- Elles sont capables de capturer et de dégrader I'antigéne et disposent d’'un grand nombre de
complexes CMH-peptide a leur surface : de 10 a 100 fois plus que les autres APC (Inaba et al.,
1997).

- Elles peuvent migrer jusqu’aux organes lymphoides ou elles vont activer les lymphocytes T
spécifiques de I'antigéne via I'interaction du CMH des cellules dendritiques avec le récepteur
T (TCR) des lymphocytes T (voir Figure 2). In vitro, une seule cellule dendritique est capable
d’activer entre 100 et 3000 lymphocytes T.

- Les cellules dendritiques expriment également a leur surface des molécules de co-stimulation
essentielles a I'activation des lymphocytes T (Medzhitov and Janeway, 1997). Ces molécules
sont capables d’interagir directement avec les lymphocytes T afin d’augmenter I'adhésion et
I'activation des différentes voies de signalisation. On distingue d’une part le CD40 qui interagit
avec le CD40L des lymphocytes T et d’autre part le CD86 et le CD80 qui interagissent avec le
CD28 des lymphocytes T. La liaison du CD40 ligand au CD40 va agir de maniere essentielle sur
la phase effectrice de la réponse en agissant a la fois sur la réponse humorale et la réponse
cellulaire. L'engagement du CD40 des DC par le CD40L exprimé a la surface des T activés va
entrainer la maturation des DC et leur production d’IL-12 avec, comme conséquence, une
augmentation de I'activation des lymphocytes T et leur polarisation vers un phénotype Thl
(Laman et al., 1996). L’activation du CD28, quant a elle, va permettre d’induire des réponses T
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a tres faible niveau de stimulation antigénique et d’induire des facteurs anti-apoptotiques
permettant ainsi le maintien de la réponse (Lenschow et al., 1996).

- Enfin, les cellules dendritiques sont également |'acteur essentiel de la polarisation des
lymphocytes T CD4+. En effet, les DC matures sont capables de synthétiser diverses cytokines
en fonction des conditions. Ainsi, elles vont pouvoir sécréter de hauts niveaux d’IL-12
augmentant par ce biais la prolifération des lymphocytes T et plus particulierement induisant
la génération de lymphocytes Thl (Hsieh et al., 1993; Macatonia et al., 1995). Cette sécrétion
d’IL-12 est fortement stimulée par la présence d’agents microbiens, d’'IFN-y ou encore la
neutralisation de I'lL-4. Inversement, les cellules dendritiques peuvent également induire la
génération de lymphocytes Th2 au détriment des lymphocytes Thl en présence d’'IL-4 (Seder
et al., 1992), en absence de stimuli forts, ou encore lorsque la capacité de production d’IL-12
par les cellules dendritiques est faible. Les cellules dendritiques peuvent également sécréter
de I'lL-6 ou de I'lL-23 a I'origine de la différenciation des lymphocytes Th17 ou du TGF-B ou de
I'IL-10 qui induit des lymphocytes T régulateurs (voir description plus bas).

Pour toutes ces raisons, les cellules dendritiques ont un role central dans I'activation des lymphocytes
T naifs afin d’initier des réponses immunitaires efficaces via I'induction de réponses T CD4+ effectrices
mais sont également des acteurs majeurs du maintien de la tolérance immunitaire grace a leur
induction de réponses T CD4+ régulatrices.
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Figure 2: Mécanismes d’activation du lymphocyte T CD4+ par la cellule dendritique

D’apres “Dendritic-cell control of pathogen-driven T-cell polarization de Martien L. Kapsenberg Nature Reviews
Immunology 3 (December 2003)

Le signal 1 est le signal spécifique de I'antigene médié par I'interaction entre le CMH Il portant le peptide et le TCR. Le
signal 2 est le signal de costimulation principalement médié par la liaison du CD80 et CD86 des cellules dendritiques
au CD28 du lymphocyte T. Enfin le signal 3 est le signal de polarisation qui est médié par différents facteurs solubles
ou membranaires tels que I'lL-12 ou le CCL2 qui induisent une différenciation Th1 ou Th2, respectivement. Un autre
signal médié par I'association du CD40 ligand a son récepteur permet d’amplifier la réponse.
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b) Les lymphocytes T CD4+ effecteurs

Les lymphocytes T CD4+ jouent un réle majeur dans les réponses immunitaires d’'une part en ayant des
fonctions effectrices directes et d’autre part en apportant de I'aide aux autres types cellulaires
notamment grace a leur sécrétion de cytokines. Lors d’une exposition a un antigéne, les lymphocytes
T s’activent, se multiplient et se différencient en lymphocytes T effecteurs de types Thl, Th2 ou Th17
se distinguant par leur fonction et leur sécrétion de cytokines (voir Figure 3).

» Les lymphocytes Thl et Th2

Les lymphocytes Thl et Th2 sont les deux types majoritaires de lymphocytes T effecteurs. Leur profil
de sécrétion cytokinique et leur fonction sont aujourd’hui bien connus (Mosmann and Coffman,
1989).

- Les lymphocytes T de type Thl produisent de I'IFN-y, de I'IL-2 et de la lymphotoxine (TNF-B).
lIs sont impliqués dans les réponses pro-inflammatoires de type cellulaires. Les cytokines Thl
activent la cytotoxicité et les fonctions inflammatoires via notamment ['activation des
macrophages. lls jouent un réle majeur dans les réponses aux pathogenes intracellulaires. Les
lymphocytes Thl sont également responsables de l'induction d’hypersensibilité de type
différée (DTH) dans laquelle I'IFN-y est exprimé au niveau des sites de réaction DTH
(Tsicopoulos et al., 1992; Yamamura et al., 1991). lls ont un role limité sur I’activation des
lymphocytes B mais permettent cependant la génération d”immunoglobulines de type IgG2a
(Del Prete et al., 1991). lls ont un réle bénéfique notamment dans les infections par des
bactéries intracellulaires telles que les mycobactéries, certaines infections virales et les
réactions allergiques. lls ont au contraire été démontré comme déléteres dans les infections
aux helminthes et I'auto-immunité (Mosmann and Sad, 1996). Enfin, leur différenciation
dépend de I'expression du facteur de transcription T-bet (Szabo et al., 2000).

- Les lymphocytes T de type Th2 sécrétent quant a eux de I'IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 et sont
essentiels pour la génération des IgE par les lymphocytes B et pour I'élimination des
pathogénes extracellulaires (Mosmann and Coffman, 1989). lls augmentent la prolifération et
améliorent la fonction des éosinophiles. Ils sont également impliqués dans les réponses
médiées par les IgE comme les allergies. Ils ont un réle favorable dans les réponses aux
helminthes et dans certaines maladies auto-immunes mais ont un réle trés préjudiciable au
niveau des allergies (Mosmann and Sad, 1996). De méme que pour les lymphocytes Thi, la
caractérisation des lymphocytes Th2 a permis de mettre en évidence le facteur de
transcription GATA 3 comme nécessaire et suffisant a I'induction de ce type de lymphocytes T
CD4+ (Zheng and Flavell, 1997).

Les cytokines caractéristiques des lymphocytes Thl sont capables d’inhiber la différenciation et la
fonction des lymphocytes Th2 et inversement. Ainsi, I'IFN-y inhibe la prolifération des lymphocytes Th2
et I'lL-10 inhibe la synthése de cytokines par les lymphocytes Thl (Fiorentino et al., 1989). Cette
régulation croisée explique le fort biais des réponses immunitaires vers des réponses Th1 ou Th2 dans
la plupart des affections. Dans certains cas, 'utilisation d’une cytokine pour altérer cet équilibre va
permettre d’inverser la résistance ou la susceptibilité de I’'h6te a I'infection ou a la maladie.
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» Les lymphocytes Th17

Apres la découverte et la caractérisation des deux voies principales de différenciation des lymphocytes
T CD4+ Th1 et Th2, I'identification d’'une nouvelle cytokine impliquée dans I'encéphalomyélite auto-
immune, I'lL-23 a remis en question la dichotomie des réponses immunitaires. La cytokine IL-23 est
une molécule hétéro-dimérique, partageant une sous-unité (p40) avec I'lL-12, cytokine pro-Th1, mais
différant de celle-ci par son expression de la sous-unité p19. L'IL-23, contrairement a I'lL-12 n’induit
pas la différenciation des lymphocytes T CD4+ en lymphocytes Th1 qui sécrétent de I'l[FN-y mais induit
la différenciation d’un autre type de lymphocytes T auxiliaires sécrétant de I'lL-17, de I'lL-6 et du TNF
(Langrish et al., 2005). Le transfert adoptif de ces lymphocytes T sécréteurs d’IL-17 (Th17) permet
d’induire I'’encéphalomyélite auto-immune alors que le transfert des lymphocytes Thl, méme s’ils sont
capables eux aussi de passer la barriere cérébrale, ne permet pas d’induire cette maladie auto-
immune. Ainsi, les souris déficientes pour le géne p19 (gene responsable de la synthese d’IL-23) sont
résistantes a l'induction de différents types d’auto-immunité dont I’encéphalomyélite auto-immune
ou la maladie inflammatoire chronique intestinale (MICI) (Murphy et al., 2003). Au contraire, les souris
traitées avec de l'anti-IL-17 ne sont pas totalement guéries mais développent des symptomes
beaucoup moins sévéeres et les souris traitées avec de I'anti-IL-23 sont totalement protégées contre le
développement d’encéphalite auto-immune expérimentale. Les lymphocytes Th17 jouent donc un réle
important dans la génération de I'auto-immunité. Leur réle physiologique est d’apporter une immunité
anti-microbienne au niveau des barrieres épithéliales et mucosales. lls produisent également des
cytokines (comme I'lL-22) qui stimulent la sécrétion de produits antimicrobiens par les cellules
épithéliales afin de défendre I'organisme contre certains types de bactéries (Staphylocoques par
exemple). Un déficit en lymphocytes Th17 augmente donc la susceptibilité de I'individu aux infections
opportunistes. Enfin, cette nouvelle classe de lymphocytes Th17 a été démontrée comme dépendante
de I'expression du facteur de transcription particulier RORyt (lvanov et al., 2006).

De maniéere comparable aux voies Thl et Th2, il existe des interactions entre les voies Thl et Th17. En
effet, I'encéphalomyélite auto-immune induite par I'lL-23 et I'lL-17 est encore plus délétere en cas
d’administration d’anti-IFN-y démontrant ainsi une activité anti-inflammatoire de I'IFN-y sur les
dommages tissulaires induits par I'lL-17 et allant ainsi a I’'encontre du classique état pro-inflammatoire
déterminé pour les lymphocytes Thl (Duong et al., 1994). De méme, le réle du TGF-B associé a I'lL-6
démontré dans I'induction des Th17 implique un lien entre Th17 et Treg via le TGF-B (expliqué ci-
dessous). Ainsi, en présence d’IL-6, le TGF-B va induire des Th17 au détriment du tissu alors qu’en
absence d’IL-6, le TGF-B va au contraire induire des lymphocytes T régulateurs protecteurs pour ce
méme tissu (Bettelli et al., 2006; Veldhoen et al., 2006).
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Figure 3: Les différentes voies de différenciation des lymphocytes T CD4+ effecteurs

Thl
Sécrétion d’IL-2 et d’IFN-g

Immunité médiée par les
cellules
Inflammation

moisissures, parasites Auto-immunité
- Toxines endo/exogénes /\ Pt

- Agents infectieux:
bactéries, virus,

- An}tlg.enes alimentaires \_STAT4 / Ty
- Médicaments 4

A bactéries)
- Allergenes

Auto-antigenes

Th2
Sécrétion d’IL4,5,10,13

Immunité médiée par les
anticorps
Parasites extra-cellulaires
Asthme, allergie

Th17
Sécrétion d’IL17,21, 22,23,
TNFa

Bactéries extra-cellulaires
Moisissures
Auto-immunité

c) Leslymphocytes T CD4+ régulateurs

Les lymphocytes T CD4+ peuvent donc se différencier en T effecteurs, générant des réponses
immunitaires inflammatoires mais également en T régulateurs générant dans ce cas des réponses
immunosuppressives. Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont classés en deux catégories en fonction
de leur origine : les Treg naturels (nTreg) induits dans le thymus et les Treg induits (iTreg) en périphérie
lors d’une rencontre avec un antigéne. Ces deux types de lymphocytes T régulateurs partagent de
nombreuses caractéristiques communes et sont a la base de la tolérance périphérique qui vient
compléter la tolérance centrale mise en place dans le thymus suite a la sélection des lymphocytes non
réactifs au soi (voir Figure 4).

» Les lymphocytes T régulateurs naturels (nTreg)

C’est dans les années 70 que le concept de cellules suppressives actives apparait pour la premiére fois.
(Gershon et al., 1972). Dans cette étude, les lymphocytes T du thymus sont capables d’interférer avec
les réponses des autres thymocytes par contact et indépendamment des lymphocytes B ou des
anticorps. Dans les années 90, de nombreux modeles animaux ont mis en évidence qu’une simple

20



manipulation du thymus induisait des maladies auto-immunes dans des animaux normaux (répertoriés
dans (Sakaguchi, 2000). Une thymectomie néonatale peut induire des dommages auto-immuns sur de
nombreux organes comme la thyroide ou I'estomac et la présence d’auto-anticorps spécifiques des
tissus au niveau de la circulation. De méme, une thymectomie chez un rat adulte va produire des
atteintes auto-immunes, remédiables par une injection de thymocytes CD4+ CD8- (Fowell and Mason,
1993). Ces résultats indiquent la présence possible de lymphocytes T réactifs envers le soi malgré la
sélection négative ayant lieu dans le thymus mais également la présence au niveau du thymus d’un
deuxieme type de lymphocytes T capables de réguler I'auto-immunité en inhibant les premiers. Par la
suite, I'étude de marqueurs spécifiques de ces lymphocytes T suppresseurs a permis de mettre en
évidence le CD45RB (Powrie et al., 1994a; Powrie et al., 1994b) puis le CD25 (chaine a du récepteur a
I'IL-2) (Sakaguchi et al., 1995). Dans ce dernier cas, le transfert de cellules T déplétées des cellules
CD25+ dans une souris athymique induit des dommages auto-immuns alors que le transfert d’une
petite proportion de cellules CD4+ CD25+ permet de protéger la souris contre le développement d’une
maladie auto-immune. De maniére intéressante, la déplétion des Treg naturels conduit non seulement
a une auto-immunité mais également a des réponses immunitaires non contrélées contre des
antigenes du non-soi comme par exemple des maladies inflammatoires du tube digestif induites par
les bactéries commensales (Singh et al., 2001). Pour résumer, le systéme immunitaire normal via le
thymus génere des lymphocytes T régulateurs CD4+ CD25+ capables d’inhiber des réponses
immunitaires indésirables contre les antigénes du soi ou du non soi et qui persistent en périphérie.

Le facteur de transcription Foxp3 (Forkhead box P3) a ensuite été identifié comme capable de controler
le développement et la fonction des lymphocytes T régulateurs. L'identification de ce gene muté dans
les individus atteints d’IPEX (dérégulation immunitaire, polyendocrinopathie, entéropathie, syndrome
lié au chromosome X) et dans le modéle murin similaire scurfy a permis de mettre en évidence un lien
entre la mutation de Foxp3 et I'expansion et I'activation incontrolées des lymphocytes T CD4+
responsables des différents symptomes auto-immuns observés dans les deux cas (Brunkow et al.,
2001; Wildin et al., 2001). La démonstration du réle direct de Foxp3 sur la transcription des
lymphocytes T régulateurs va permettre de compléter leur caractérisation phénotypique (Hori et al.,
2003). Les lymphocytes T en périphérie CD4+CD25+ ainsi que les thymocytes CD25+CD4+CD8-
expriment le facteur de transcription Foxp3 alors que les autres lymphocytes T/thymocytes ne
I’expriment pas. La transduction rétrovirale de Foxp3 dans des lymphocytes T CD25-CD4+ permet leur
conversion en lymphocytes T régulateurs CD25+CD4+ capables de contréler la prolifération d’autres
lymphocytes T in vitro et d’inhiber le développement de maladies auto-immunes ou de maladies
inflammatoires in vivo (Hori et al., 2003). Un haut niveau d’expression de Foxp3 est suffisant pour
conférer a des lymphocytes T une activité suppressive comparable a celle des lymphocytes T
régulateurs. Au contraire, une suppression génétique de Foxp3 dans les lymphocytes T va induire une
auto-immunité massive. Foxp3 contréle le développement des lymphocytes T régulateurs mais
également leur fonction. En effet, Foxp3 contréle directement ou indirectement plus de 700 génes
cibles auxquels il se lie directement pour environ 10% de ces genes. (Marson et al., 2007; Zheng et al.,
2007b). Parmi ces genes, un grand nombre sont des modulateurs clés de |’activation et de la fonction
des lymphocytes T. Les génes auxquels se lient Foxp3 regroupent notamment des genes responsables
de la transduction du signal, de facteurs de transcription de cytokines, de molécules de surface,
d’enzymes pour le métabolisme cellulaire ou encore de micro ARN (Sakaguchi et al., 2008). Ces
analyses génomiques démontrent la capacité de Foxp3 a avoir un rdle tant activateur que répresseur
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et un role essentiel dans la conversion des lymphocytes T effecteurs en lymphocytes T régulateurs.
Pour ces raisons, Foxp3 est encore actuellement le marqueur le plus fiable des nTreg.

Les mécanismes d’action des lymphocytes Treg Foxp3+ ont depuis bien été étudiés (pour les naturels
comme pour les induits décrits par la suite) notamment in vitro. Leur action peut généralement se
diviser en deux mécanismes. Le premier est la suppression directe des réponses effectrices des
lymphocytes T via la sécrétion de cytokines suppressives (TGF-B, IL-10), l'inhibition de I'expression
de I'lL-2 dans les lymphocytes T effecteurs ou la privation du milieu en IL-2 grace a leur expression du
CD25, induisant I'apoptose des lymphocytes T effecteurs. Les Treg peuvent également induire la
cytolyse directe des lymphocytes T effecteurs par cytotoxicité via le granzyme B ou encore exprimer
des molécules de surface comme la Galectin-1 induisant I'arrét du cycle cellulaire des lymphocytes T
effecteurs. Le deuxieme mécanisme vise les cellules présentatrices d’antigéne: les Treg peuvent
exprimer le CTLA4, induisant une inhibition de I'expression des molécules co-stimulatrices, le LAG 3,
bloquant la maturation des cellules présentant le CMH II, le CD39 comme mécanisme anti-
inflammatoire ou encore le Nrpl qui augmente le temps d’interaction entre les Treg et les cellules
présentatrices d’antigene afin de les empécher d’aller au contact des lymphocytes T effecteurs
(répertoriées dans (Shevach, 2009). Encore aujourd’hui, les mécanismes de suppression des
lymphocytes Treg in vivo ne sont pas clairement démontrés. lls peuvent agir a des niveaux tres
différents et des mécanismes distincts voire méme contradictoires peuvent prédominer en fonction
des modeles expérimentaux comme par exemple, I'implication de I'lL-10 ou encore de I'IL-2.

» Les lymphocytes T régulateurs induits (iTreg)

En périphérie, les lymphocytes T naifs peuvent aussi acquérir les fonctions de régulation propres aux
lymphocytes T régulateurs. Par exemple, la stimulation antigénique in vitro de lymphocytes T naifs en
présence de TGF-B leur permet d’acquérir le marqueur Foxp3 et d’inhiber la prolifération de
lymphocytes T effecteurs spécifiques de I'antigéne. Ces cellules sont également capables de limiter
I’expansion de lymphocytes T CD4+ in vivo. (Chen et al., 2003; Fantini et al., 2004). L'induction de Foxp3
sur les lymphocytes T régulateurs par le TGF-B est médiée par le recrutement des facteurs de
transcription Smad3 et NFAT au niveau de la région activatrice du géne Foxp3 (Tone et al., 2008). In
vivo, I'administration continue par voie sous-cutanée d’un peptide antigénique induit la génération de
lymphocytes T régulateurs CD25+ Foxp3+ capables d’empécher I'expansion de lymphocytes T
effecteurs lors de I'administration ultérieure de I'antigéne entier (Apostolou and von Boehmer, 2004).
Enfin, la génération de lymphocytes T régulateurs spécifiques de I'antigéne semble nécessiter une
faible dose d’antigene, du TGF- B et une absence de costimulation (Kretschmer et al., 2005). Toutes
ces études démontrent le réle majeur du TGF-B dans I'induction de lymphocytes iTreg Foxp3+ (Li and
Flavell, 2008). Cependant il semble que le TGF-B ne soit pas la seule cytokine inductrice de lymphocytes
T régulateurs. En effet, la présence ubiquitaire du TGF-B dans de nombreux tissus, sécrété par
différents types cellulaires et de maniére plus ou moins importante selon le statut inflammatoire du
tissu ne peut expliquer le nombre relativement constant de lymphocytes T régulateurs induits au cours
de la vie (Rubtsov et al., 2010; Shevach, 2006). |l serait ainsi plus juste d’avancer le réle essentiel du
milieu dans lequel I'induction des lymphocytes T régulateurs a lieu. Ainsi, il semble évident que
I'identification de cofacteurs amplifiant ou inhibant notamment le réle du TGF-B et jouant un role
majeur dans ’lhoméostasie des lymphocytes T régulateurs est nécessaire. Par exemple la présence d’IL-
6 associé au TGF-B va résulter en l'induction de réponses pro-inflammatoires de type Thl7 en
périphérie plutot qu’en réponses régulatrices (Bettelli et al., 2006). L’IL-2 semble au contraire jouer un
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role non négligeable a la fois dans la différenciation et le maintien des lymphocytes T régulateurs en
périphérie mais aussi dans leur fonction (de la Rosa et al., 2004). L’IL-2 a également été mis en évidence
comme un cofacteur essentiel du TGF-B pour I'induction de Foxp3 dans les lymphocytes T régulateurs
en périphérie (Davidson et al., 2007; Zheng et al., 2007a). L'IL-2 active le facteur de transcription STAT5
qui se fixe alors sur le promoteur Foxp3 et active sa transcription (Burchill et al., 2007). Enfin, I'acide
rétinoique semble aussi étre un cofacteur du TGF- au cours de la différenciation en Treg Foxp3+ au
niveau du tissu lymphoide associé a la muqueuse intestinale (discuté ci-dessous).

L'IL-10 permet également la génération de lymphocytes T régulateurs n’exprimant pas le Foxp3 mais
ayant un role non négligeable dans la régulation des réponses effectrices. Ces lymphocytes T
régulateurs dits Trl agissent comme suppresseurs de la réponse effectrice via la sécrétion d’IL-10 et
sont indépendants des lymphocytes T régulateurs Foxp3+ (Vieira et al., 2004). Le réle de I'lIL-10 comme
cytokine inductrice de lymphocytes T régulateurs a été mise en évidence dans les années 90. Des
lymphocytes T différenciés en présence d’IL-10 acquierent des capacités suppressives et inhibent le
développement de maladies pro-inflammatoires comme la colite (Groux et al., 1997). Alors que les
souris déficientes en IL-10 développent spontanément une maladie inflammatoire de I'intestin suite a
une activation anormale et non contrélée de lymphocytes T effecteurs (Kuhn et al., 1993),
I"administration d’IL-10 peut au contraire restaurer la tolérance au microbiote intestinal chez des
souris ayant développé une maladie inflammatoire de lintestin (Steidler et al., 2000). Enfin,
I"administration de cellules CD4+CD25+ différenciées en présence d’IL-10 permet de rétablir des
réponses régulatrices dans une souris déficiente en IL-10 (Joetham et al., 2007). L'IL-10 semble donc
étre également une cytokine importante a la fois a I'induction et a la fonction d’une autre sous-
population de lymphocytes T régulateurs induits. Toutefois il semble, la encore, exister un lien non
négligeable entre le TGF-B et I'induction de lymphocytes T régulateurs Trl. En effet, une étude
indiquant I'impact de la sécrétion de TGFB sur la sécrétion d’IL-10 par les lymphocytes Trl met en
évidence les échanges probables ayant lieu entre ces deux sous-types cellulaires (Kitani et al., 2003).
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Figure 4 : Les différents lymphocytes T régulateurs

D’apres “Regulatory T cells: friends or foes in immunity to infection?” de Kingston H. G. Mills, Nature Reviews
Immunology (November 2004)

Les lymphocytes T régulateurs naturels CD4+ CD25+ Foxp3+ inhibent la prolifération des lymphocytes T CD4+ CD25-.
Les mécanismes de cette inhibition sont multifactoriels et incluent notamment des inhibitions de contact. Les
lymphocytes T régulateurs expriment le CTLA4 qui interagit avec le CD80 et le CD86 présents a la surface des cellules
présentatrices d’antigéne (APC), telles que les cellules dendritiques pour délivrer un signal négatif a I'activation des
lymphocytes T. Il semblerait également que le TGF-B et I'lL-10 jouent un rdle dans l'inhibition médiée par les
lymphocytes T régulateurs naturels. Les lymphocytes T régulateurs induits incluent les Trl qui sécretent de I'IL-10, les
Th3 qui sécrétent du TGF-beta, et les lymphocytes T régulateurs Foxp3+ qui partagent les mémes caractéristiques
phénotypiques que les lymphocytes T régulateurs naturels. Les cytokines immunosuppressives sécrétées par les
lymphocytes T régulateurs inhibent la prolifération et la sécrétion de cytokines des lymphocytes T CD4+ effecteurs
Th1, Th2 et Th17, ainsi que I'activité cytotoxique des lymphocytes T CD8+, de maniére directe ou grace a leur influence
sur la maturation et I'activation des cellules dendritiques.
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3) Les réponses T CD4+ chez le nouveau-né

a) Généralités sur les défenses immunitaires du nouveau-né

La période néonatale qui est définie comme la premiére semaine chez la souris et le premier mois chez
I’étre humain (Adkins et al., 2004) est une période critique tant sur le plan du développement physique
et cognitif que sur le développement des réponses immunitaires. En effet, c’est durant cette période
qgue le nouveau-né va étre en contact pour la premiere fois avec de grandes quantités d’antigenes
environnementaux. Son systéme immunitaire va alors avoir la tache extrémement importante de
distinguer les antigénes nocifs des antigénes inoffensifs afin de mettre en place la réponse la mieux
adaptée. La sensibilité des nouveau-nés tant aux infections qu’aux maladies allergiques est un
probléme majeur de santé publique et nécessite de mieux comprendre le systtme immunitaire
néonatal afin d’agir précocement pour améliorer ses réponses immunitaires.

> La sensibilité aux infections

Chaque année, quatre millions d’enfants meurent au cours de leur premier mois de vie. Les causes
principales de décés précoces sont les naissances avant-terme (28%), I’asphyxie (23%) et les infections
séveres (36%) dont la septicémie et la pneumonie (26%), le tétanos (7%) et la diarrhée (3%) contre
lesquelles les nouveau-nés ne parviennent pas a se défendre (voir Figure 5). Le taux particulierement
élevé de décés dus aux infections met en évidence un défaut majeur d'immunité efficace chez le
nouveau-né. Les deux-tiers des décés en période néonatale surviennent en Afrique et en Asie du Sud.
10 pays regroupent les deux-tiers des décés précoces. Des programmes de survie de I'enfant mis en
place dans les pays en voie de développement et se concentrant sur les maladies infantiles telles que
la pneumonie, la diarrhée ou la malaria ont entrainé une baisse d’un tiers des décés entre 2 et 5 ans
entre les années 1980 et 2000. Bien que des progres remarquables aient été accomplis au cours des
derniéres décennies dans la réduction mondiale du nombre de déces chez les enfants, la baisse des
taux de mortalité néonatale a été beaucoup plus lente (aucune baisse du taux de mortalité néonatale
au cours des vingt derniéres années). Pourtant, 38% des déces survenant avant I’dge de 5 ans ont lieu
au cours du premier mois de vie et 28% au cours de la premiére semaine, d’ou I'importance majeure
de se concentrer sur cette période cruciale (Lawn et al., 2005).
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La plupart des infections, spécialement chez I'enfant, surviennent via les muqueuses au niveau du
poumon, de l'intestin ou du tractus urinaire. Ces vastes surfaces muqueuses semblent donc avoir un
manque majeur de protection chez le nouveau-né. Parmi les infections bactériennes, on peut citer
I'infection aux streptocoques du groupe B, qui intervient suite a la transmission maternelle de ces
bactéries au cours de I'accouchement, et la listeriose, qui intervient si la mére est elle-méme infectée.
Ces deux types d’infections peuvent induire une septicémie, une pneumonie ou une méningite (Baker,
2013; Jackson et al., 2010). Les infections a E. coli sont également tres fréquentes chez le nouveau-né
et entrainent des infections urinaires et des septicémies (Stoll et al., 2011). Parmi les infections virales,
il est important de noter I'infection au HSV (Herpes simplex virus) qui est rare mais avec un impact
dévastateur sur le systeme nerveux central en absence de traitement (Brown, 2004), les entérovirus
et le RSV (respiratory syncitial virus), qui est a I’origine des bronchiolites et joue un role important dans
la pathogénése de I'allergie respiratoire et de I'asthme (You et al., 2006). La plus grande sensibilité des
nouveau-nés aux infections peut étre expliquée par différentes hypothéses: le manque de mémoire
immunologique préexistante, le faible nombre de cellules immunitaires ou encore les différentes
proportions et les différences phénotypiques des cellules immunitaires entre le nouveau-né et I'adulte
(Adkins et al., 2004). Méme si le nouveau-né a longtemps été considéré comme incapable de répondre
de maniere efficace aux agressions, il semblerait que le systéme immunitaire du nouveau-né soit plutot
compétent mais inadapté. Les réponses immunitaires du nouveau-né sont tres variables, allant de
I'ignorance et d’'une absence de réaction a une réponse complétement fonctionnelle mais inadaptée,
voire méme indésirable. En effet, en plus des infections qui touchent fréquemment les nouveau-nés,
les réponses allergiques se développent également tres tot chez I'enfant.

» Le développement d’allergies

L'allergie est une réaction immunitaire inappropriée de l'‘organisme contre un antigéne de
I’environnement normalement inoffensif, qu’on appelle alors allergene. Le mécanisme précis de
I'allergie sera décrit dans le chapitre sur les maladies allergiques. Pour résumer, il s’agit d’une réponse
immunitaire médiée par les lymphocytes Th2, induisant la différenciation des lymphocytes B en
plasmocytes sécréteurs d’IgE. L’allergie se déclare dans la plupart des cas chez I'enfant et le jeune
adulte, des les premiers contacts avec l'allergéne (voir Figure 6). La prévalence des allergies a
constamment augmenté au cours des 50 dernieres années avec une augmentation massive des
allergies a partir des années 1990. L'occidentalisation du mode de vie a été avancée afin d’expliquer
cette augmentation des allergies a savoir : un changement de I'alimentation, une amélioration de
I’'hygiéne et un contact plus important avec des polluants de toute sorte (gaz d’échappement,
tabagisme, pesticides...) (Devereux, 2006). Méme si ces maladies sont rarement mortelles (un a trois
cas par million d’habitant par an), elles ont un impact majeur sur la vie quotidienne et nécessitent une
adaptation majeure de I'enfant et de sa famille, et des traitements symptomatiques souvent lourds et
contraignants.
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Figure 6: Premiéres manifestations allergiques et augmentation de la prévalence des allergies au cours des 50
derniéres années

D’aprés “The increase in the prevalence of asthma and allergy: food for thought”, Devereux, Nature reviews
immunology, 2006

La premiere apparition des symptémes allergiques a généralement lieu pendant I'enfance. La prévalence des maladies
allergiques a constamment augmenté depuis 50 ans avec une augmentation massive depuis les années 1990.

Le nouveau-né et par extension I'enfant en bas age doit donc a la fois lutter contre des infections
majeures face aux antigenes nocifs qu’il rencontre sans toutefois développer des réponses
immunitaires inappropriées contre les antigénes inoffensifs. Or, la prévalence tres élevée des
infections et des allergies en tout début de vie nous laisse supposer que le systéme immunitaire du
nouveau-né semble avoir des difficultés majeures a induire une réponse efficace et surtout appropriée
contre les antigénes qu’il rencontre. Afin de mieux comprendre les réponses immunitaires du nouveau-
né, il semble essentiel de connaitre son développement. Ma thése s’étant concentrée sur les réponses
immunitaires de la souris, je mettrai ici en avant les connaissances obtenues sur le systéme
immunitaire murin en évoquant régulierement les connaissances obtenues sur le systéme immunitaire
humain.

b) Le développement du systeme immunitaire

Bien qu’il y ait des différences bien connues entre le développement du systéme immunitaire humain
et celui du rongeur, les rongeurs ont depuis longtemps été déterminés comme I'organisme le mieux
approprié a I'étude du systéme immunitaire (Holsapple et al., 2003). La majeure différence entre les
deux especes semble étre un délai global de maturation du systeme immunitaire de la souris. Ainsi,
une souris de 7 jours correspondrait a un nouveau-né humain (Adkins et al., 2004). La mise en place
d’un systéme immunitaire fonctionnel nécessite une séquence organisée et coordonnée
d’événements développementaux débutant tres tot dans la période foetale et se poursuivant tout au
long de la période néonatale. Le systeme immunitaire se développe a partir de cellules souches
hématopoiétiques (HSC) pluripotentes générées au niveau du mésenchyme intra-embryonnaire trés
tdt au cours de la gestation (8™ jour)(Cumano and Godin, 2001). Ces cellules ont la capacité de se
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différencier dans toutes les classes de cellules sanguines et immunitaires. C'est également a ce
moment-3, (jour 8,5) que se met en place la circulation sanguine embryonnaire. Ces cellules HSC vont
peu a peu se différencier en différentes lignées cellulaires a I'origine de tous les types cellulaires
circulant et migrer vers les différents tissus. La génération des cellules progénitrices lymphoides et
myéloides nécessite la migration de ces cellules vers le foie feetal a 10 jours oU une intense
prolifération va avoir lieu. Contrairement a 'Homme ou la génération des précurseurs lymphocytaires
a lieuin situ, chez la souris, la présence de lymphocytes au niveau du foie foetal n’est mise en évidence
qu’apreés le 18%™ jour et seulement apreés la génération des précurseurs lymphocytaires au niveau de
la moelle osseuse. Les cellules progénitrices lymphoides vont ensuite migrer du foie fecetal et se
relocaliser au niveau du thymus et de la moelle osseuse. Ces deux derniers organes sont les organes
primaires de lymphopoiése et semblent étre les uniques organes a apporter le microenvironnement
nécessaire au développement de cellules fonctionnellement immunocompétentes. Il est important de
noter que le développement du systeme immunitaire ne s’arréte pas a la naissance et des cellules
immunocompétentes continuent d’étre produites tout au long de la vie a partir de cellules
progénitrices au niveau de la moelle osseuse et du thymus. Le thymus se développe a partir du 10°™®
jour et les cellules progénitrices lymphoides vont le coloniser & partir du 11°™ jour. Méme si on
retrouve encore quelques cellules progénitrices dans le thymus au cours de la gestation, la majorité
des cellules immigrantes se différencient immédiatement en lymphocytes immatures. Sous l'influence
des cellules épithéliales thymiques, les lymphocytes en développement acquiérent I'expression du
récepteur T, du CD3, du CD4 et du CD8. Ces cellules double-positives CD4-CD8 vont ensuite perdre
I’expression d’un des deux marqueurs. C'est a ce moment-la qu’a lieu la sélection négative des
lymphocytes T reconnaissant le soi et la sélection positive des lymphocytes T capables de répondre
efficacement aux antigénes étrangers via la reconnaissance du CMH. Ces lymphocytes T vont ensuite
pouvoir migrer vers les organes lymphoides secondaires. A 13 jours, les cellules progénitrices
lymphoides et myéloides sont également retrouvées au niveau de la rate et une réserve de ces cellules
va y rester tout au long de la gestation et au cours de la vie post-natale. Cependant, la lymphopoiese
n’aura jamais lieu au niveau de la rate et les lymphocytes présents au niveau de la rate seront
uniquement des lymphocytes matures générés au niveau du thymus. Enfin, la derniére étape est la
génération de la moelle osseuse a I'intérieur des os comme I'organe hématopoiétique primaire. Elle
n’a lieu qu’a partir de 17 jours suite a la minéralisation des os qui intervient tardivement. L'ordre dans
lequel ces deux événements interviennent n’est d’ailleurs pas encore clairement établi. La moelle
osseuse assume trés rapidement la fonction d’hématopoiese primaire a partir du jour 18 et persiste
tout au long de la vie post-natale. La cavité de la moelle osseuse est colonisée par des cellules HSC qui
resteront la premiére réserve de cellules pluripotentes hématopoiétiques tout au long de la vie. Les
lymphocytes B quant a eux sont générés dans la moelle osseuse et apparaissent dans le foie, la rate et
la moelle osseuse a partir du 18°™ jour.

Aprés la naissance, les cellules hématopoiétiques présentes au niveau du foie feetal disparaissent
immédiatement et le foie commence a assumer ses fonctions principales de stockage, nutrition et
détoxification. Les cellules immunitaires sont générées au niveau de la moelle osseuse et, excepté pour
les lymphocytes, complétent leur maturation in situ. Les lymphocytes T poursuivent leur maturation
dans le thymus alors que les lymphocytes B se différencient dans les tissus puis retournent a la moelle
osseuse pour se différencier en plasmocytes. L’hématopoiése splénique persiste pendant quelques
semaines puis disparait. La preuve indiscutable que le systeme immunitaire murin continue a se
développer apres la naissance est I'impact capital d’une thymectomie post-natale sur le

28



développement des réponses immunitaires. Cette thymectomie mene a des syndromes auto-immuns
massifs entrainant fréquemment la mort. Au contraire, chez 'Homme, la thymectomie est réalisée en
routine chez les enfants transplantés cardiaques lors des premiers jours de vie sans aucun impact sur
leurs défenses immunitaires ultérieures.

Aprés la naissance, I'exposition aux antigénes devient significative et impacte de maniére importante
le développement des réponses immunitaires. Ainsi la colonisation bactérienne du tractus gastro-
intestinal a la naissance permet de mettre en place un développement lymphoide harmonieux
contrairement aux souriceaux nés sans exposition microbienne. Les souriceaux sans exposition
microbienne ont également un déficit en immunoglobulines majeur. Enfin, aprés avoir interagit avec
son feetus par voie intra-utérine, la mére continue d’avoir un impact majeur sur le développement du
systeme immunitaire du nouveau-né via le lait maternel. Chez I'Homme, la méthode d’accouchement
et I'introduction des différents aliments jouent également un réle majeur sur le développement des
réponses immunitaires.

c) Historique des connaissances sur les réponses immunitaires du nouveau-né

> Latolérance

Le systeme immunitaire du nouveau-né a longtemps été considéré comme immature et propice a
I'induction de tolérance. Tout a commencé en 1945 avec les observations d’Owen selon lesquelles des
jumeaux dizygotiques possédaient a I'dge adulte des cellules sanguines qui leur sont propres mais
également des cellules sanguines provenant de leur jumeau (Owen, 1945). Des cellules embryonnaires
hématopoiétiques ont été capables de s’implanter dans le tissu hématopoiétique du co-jumeau et de
continuer a produire des cellules sanguines tout au long de la vie. Ces cellules sont donc acceptées
comme une partie du soi. Par la suite, I'’équipe de Medawar (Billingham et al., 1953) confirma cette
hypothése en démontrant que des souriceaux de souche CBA injectés peu avant la naissance avec des
cellules hématopoiétiques provenant d’une souris adulte de souche génétique différente (A) étaient
capables a I’age adulte d’accepter une greffe provenant de cette méme souche (plus de 70 jours
contrairement a une dizaine de jours dans une souris non injectée a la naissance). Deux hypotheéses
ont alors été avancées. D’une part, la tolérance néonatale pourrait étre due a un déficit de lymphocytes
T matures qui seraient donc incapables de rejeter les cellules du donneur. Ces cellules seraient alors
acceptées par I'organisme comme une partie du « soi ». Cette hypothése a été définie comme
tolérance « passive ». D’autre part, les lymphocytes T du nouveau-né pourraient étre biaisés vers un
type suppressif qui protégerait activement contre le rejet des cellules du donneur. Cette hypotheése a
elle été définie comme tolérance « active ». Ceci mit en évidence la période in utero et néonatale
comme une période propice a I'induction de tolérance vis-a-vis d’antigenes du « non-soi » afin d’éviter
la mise en place de réponses immunitaires effectrices délétéres.

» L'importance des conditions d'immunisation

Suite a ce dogme d’absence de réponses effectrices chez le nouveau-né, d’autres équipes ont plus tard
démontré la capacité du nouveau-né a induire des réponses de type effectrices pro-inflammatoires si
certaines conditions étaient réunies (Miller et al., 1994). Trois études parues en 1996 ont finalement
mis en évidence, chez la souris, la possibilité d’'induire des réponses immunitaires efficaces chez le
nouveau-né en agissant sur les conditions d’immunisation. Tout d’abord, la premiére observation fut
gue le nouveau-né était capable d’induire une réponse effectrice en fonction des signaux de danger
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envoyés par les cellules présentatrices d’antigéne (APC). L'expression des molécules co-stimulatrices
et la quantité d’APC seraient donc des facteurs essentiels de la qualité de la réponse immunitaire
(Ridge et al., 1996). La deuxieme étude mit en évidence que la dose d’antigéne jouait un réle majeur
dans l'induction des réponses immunitaires, une faible dose de virus induisant une réponse effectrice
efficace alors qu’une dose comparable a celle utilisée pour I'adulte induirait une réponse de type 2
non protectrice (Sarzotti et al., 1996). Cette étude mit pour la premiére fois en évidence le possible
biais Th2 des réponses immunitaires néonatales. Enfin, la derniere démonstration établit que lorsque
les souris étaient injectées en période néonatale dans des conditions connues pour induire de la
tolérance, des cellules mémoires restaient présentes au niveau de la rate et induisaient une réponse
effectrice efficace lors de I'exposition ultérieure a I'antigene. Ceci remit en question la capacité a
induire de la tolérance chez le nouveau-né. Le type de réponse effectrice induite (Thl ou Th2)
dépendait ici des conditions d’immunisation méme si la encore, la réponse Th2 semblait fortement
privilégiée (Forsthuber et al., 1996). La tolérance observée dans l'article de Medawar ne serait donc
pas la voie par défaut induite chez le nouveau-né mais un ensemble de conditions réunies pour donner
les résultats observés. Les différentes études citées ci-dessus démontrent la capacité du nouveau-né a
induire des réponses immunitaires effectrices de tout type. Cependant, il apparait que lorsque les
conditions d’immunisation ne sont pas adaptées au nouveau-né mais similaires a celles utilisée chez
I’adulte (dose, adjuvant...), le nouveau-né développe préférentiellement une réponse de type Th2.

> Le biais Th2

Suite a ces découvertes, de nombreuses études chez la souris se sont appliquées a étayer ce biais Th2.
Premiérement, en réponse a des formes variées de vaccins, les lymphocytes B et T peuvent répondre
de maniere efficace mais avec un biais Th2 (sécrétion d’IL-5, faible sécrétion d’IFN-y, peu d’'lgG2a et
une faible activité cytotoxique (Barrios et al., 1996b). Méme si les nouveau-nés peuvent mettre en
place des réponses de type Th1 ou Th2, ils développent préférentiellement des réponses primaires et
secondaires de type Th2 qui persistent a I’age adulte (Adkins et al., 2001; Adkins and Du, 1998). Ce
biais Th2 induirait donc un déséquilibre de la balance Th1/Th2 en faveur d’une réponse inefficace pour
lutter contre les infections.

Parallelement, d’autres études ont mis en évidence la possibilité de lutter contre ce biais Th2 bien
établi et possiblement délétere pour le nouveau-né en utilisant la plasticité du systéme immunitaire
du nouveau-né et la possible induction de réponses de type Thl en fonction des conditions
d’'immunisation (voir Figure 7). Comme énoncé précédemment, une dose plus faible d’antigéne et
donc mieux adaptée au faible nombre de cellules immunitaires présent chez le nouveau-né va pouvoir
induire une réponse de type Th1 efficace (Sarzotti et al., 1996). L'utilisation d’adjuvants connus pour
étre de puissants inducteurs de réponse Thl permet aussi d’induire une réponse de type Th1 efficace
(Barrios et al., 1996a). Enfin, I'utilisation de vaccins a ADN induisant une réponse de type Th1 chez
I'adulte a été démontrée comme efficace chez le nouveau-né, permettant ainsi d’induire une
protection active chez le nouveau-né (Martinez et al., 1997). Ainsi, si le nouveau-né semble
spontanément biaisé vers des réponses de type Th2, il est aussi capable de les diriger vers des réponses
de type Th1 en fonction des conditions dans lesquelles I'antigene lui est présenté (Adkins et al., 2004).
Cependant, lorsque le nouveau-né est exposé a des doses environnementales de virus ou de bactéries,
il n"est pas toujours capable de se défendre efficacement, d’ou les taux importants de mortalité
infantile dus aux infections. De plus, il apparait important de prendre en compte ces informations lors
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de I'immunothérapie et de la vaccination afin d’adapter les conditions d’exposition du nouveau-né
pour que son systéme immunitaire puisse réagir de la bonne maniere.

Lymphocytes T néonataux Figure 7: Biais Th2 et réponses Th1l néonatales
D’aprés « T-cell function in newborn human and mice »,
Adkins et al, Immunology today, 1999
Par défaut
Quand le nouveau-né rencontre I'antigéne dans des
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o conditions neutres, son systéme immunitaire va
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Chez ’'Homme, des études ont aussi démontré un défaut de réponse de type Thl et un biais vers des
réponses de type Th2 chez le nouveau-né (Marodi, 2002). Cependant, des études ont aussi démontré
gue I'exposition a Bordetella pertussis, naturellement ou par vaccin permettait d’induire des réponses
de type Thl (Ryan et al., 1997a; Ryan et al., 1997b) ; L’exposition a un antigéne in utero peut induire
de maniére équivalente une réponse de type Th1 lorsqu’il s’agit d’une exposition a une mycobactérie
(Malhotra et al., 1997) ou une réponse de type Th2 lorsqu’il s’agit d’un helminthe ou d’un antigene
environnemental classique (Prescott et al., 1998). Ainsi, comme chez la souris, le nouveau-né semble
biaisé vers des réponses de type Th2 avec la possibilité d’induire aussi des réponses de type Th1.

d) Les spécificités immunitaires du nouveau-né

» Les cellules dendritiques

Afin de mieux comprendre les mécanismes a l'origine des réponses immunitaires inadaptées du
nouveau-né, la littérature s’est notamment intéressée aux cellules dendritiques. Une hypothése
intéressante afin d’expliquer les défauts des réponses immunitaires néonatales serait un
dysfonctionnement de ces cellules.

La premiere hypothese avancée est une absence de cellules dendritiques en tout début de vie. Avant
la caractérisation des cellules dendritiques, certains auteurs ont mis en évidence une présence de
cellules porteuses du CMH Il en tout début de vie, dés le 3®™ jour, dans le thymus mais pas en
périphérie, ou elles n’apparaissent qu’a partir de la deuxieme semaine (Lu et al., 1980). Des études
ultérieures ont cependant démontré la présence de cellules dendritiques dés le tout début de vie dans
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le thymus mais également dans la rate et les ganglions lymphatiques, méme si leur nombre est
beaucoup plus faible (Dakic et al., 2004). Il est également important de noter que le pourcentage de
cellules dendritiques au sein de ces organes est différent selon les organes lymphoides considérés :
ainsi, on note une augmentation du pourcentage de cellules dendritiques de 0,2% au 1" jour de vie a
3% a I’age adulte dans la rate alors que dans les ganglions lymphatiques, la tendance est inversée avec,
au contraire, une diminution du pourcentage de cellules dendritiques au cours de I'ontogénie
d’environ 3,5% a 1,2%. D’autres études ont également confirmé la présence de cellules dendritiques
en tout début de vie avec un nombre moins élevé de cellules dendritiques chez le nouveau-né que
chez I'adulte (de 12 a 50 fois moins de cellules dendritiques), ce qui corréle avec un développement
des organes lymphoides au cours de I'ontogénie (Sun et al., 2003).

La deuxieme hypothese est un défaut de présentation de I'antigene via un défaut d’expression du CMH
Il qui résulte en une faible activation des lymphocytes T CD4+. L’analyse de la fonctionnalité des cellules
dendritiques a également donné lieu a des résultats controversés (Willems et al., 2009). La premiere
étude mettant en avant ce concept intervient avant la caractérisation des cellules dendritiques, dans
une étude portant sur les macrophages (Lu et al., 1979). Ainsi, dans cette étude, les macrophages
néonataux ne présentent pas efficacement I'antigéne, ce qui résulte d’une faible expression du CMH
Il. Une autre étude a ensuite confirmé I’hypothése de I'immaturité des cellules dendritiques, mettant
en évidence une faible capacité a présenter I'antigéne, et donc a induire une réponse effectrice. Cette
capacité a présenter I'antigéne augmente au cours du développement n’atteignant la capacité des
adultes qu’a partir de la 4°™ semaine de vie (Muthukkumar et al., 2000). Cependant les cellules CD11c
purifiées dans ce modele ne sont qu’a 10% des cellules dendritiques. En effet, la majeure partie de ces
cellules expriment fortement le F4/80 et le CD11b (marqueurs généralement exprimés par les
macrophages) et le Ly6G (marqueurs des neutrophiles). Il apparait donc que les résultats de cette
étude sont tres critiquables. D’autres études ont d’ailleurs ensuite démontré que, contrairement a
|’étude citée précédemment, les cellules dendritiques exprimaient des niveaux de CMH Il et de
molécules co-stimulatrices similaires a ceux observés chez I'adulte et étaient capables de s’activer a la
suite d’une stimulation non-spécifique a la fois in vitro et in vivo (Dadaglio et al., 2002; Sun et al., 2003).
L’étude de Dadaglio et al. démontre une capacité des cellules dendritiques néonatales a s’activer suite
a une stimulation avec du LPS et a présenter efficacement un antigéne viral via le CMH de type | aux
lymphocytes T CD8+. Dans I'étude de Sun et al, la stimulation des cellules dendritiques néonatales in
vitro avec du CpG induit une sécrétion d’IL-12 et I'injection de CpG a des souris nouveau-nés induit une
activation des cellules dendritiques comparable a celle observée chez I'adulte avec une régulation
positive de I'expression du CMH Il et des molécules co-stimulatrices. Au contraire, Dakic et al. ont mis
en évidence un défaut de sécrétion des cytokines telles que I'lL-12 et I'IFN-y par les cellules
dendritiques néonatales, évoquant les différentes stimulations utilisées afin d’expliquer les différences
observées par rapport a I’étude de Sun et al. L’étude de Dakic et al. a également mis en évidence un
défaut de capacité de présentation de I'antigéne aux lymphocytes T CD4+. En effet, la capacité des
cellules dendritiques néonatales a présenter un antigéne d’ovalbumine et a induire une réponse des
lymphocytes T CD4+ reconnaissant spécifiquement cet antigéne est déficiente chez les nouveau-nés
(Dakic et al., 2004). En conclusion, méme si les résultats obtenus sont légérement contradictoires, les
cellules dendritiques néonatales semblent avoir la méme capacité que les adultes a s’activer et a
exprimer les molécules nécessaires a leur activation et leur fonction mais semblent cependant avoir
un défaut dans la voie de capture/dégradation/présentation de I'antigéne nécessaire a |’activation des
lymphocytes T CD4+. Chez 'Homme, la capacité de présentation de I'antigéne semble également
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déficiente chez le nouveau-né. Les différentes études ayant étudié les cellules dendritiques néonatales
mettent en évidence une expression de marqueurs d’'immaturité et une faible sécrétion de cytokines.
Cependant, I'utilisation de différentes techniques expérimentales rend la comparaison et donc la
validation des résultats obtenus dans les différentes études tres difficile. De plus, la possibilité que des
facteurs maternels puissent interagir sur le développement des cellules dendritiques du nouveau-né
rend I'utilisation de sang de cordon, en grande majorité utilisé dans ces études, controversé. (Velilla et
al., 2006).

Une troisieme hypothese impliquant les cellules dendritiques serait des différences phénotypiques au
sein des cellules dendritiques néonatales. De méme que pour I'étude de la capacité de présentation,
I"analyse phénotypique des cellules dendritiques dépend également des marqueurs choisis par les
auteurs. En effet, au fil des ans, la mise en évidence de marqueurs de plus en plus spécifiques a induit
un continuel renouveau dans I'analyse des cellules dendritiques. De plus, les méthodes de purification
des cellules dendritiques se sont également modifiées passant d’'une méthode par gradient de densité
a une sélection positive ou négative par billes magnétiques pour finir par une analyse multifactorielle
par cytométrie en flux sans purification préalable. Malgré ces différences, la grande majorité des
études démontre qu’il existe une proportion différente des sous-populations de cellules dendritiques
au cours de l'ontogénie. A la naissance, les cellules dendritiques plasmacytoides sont présentes en
majorité pour ensuite devenir de moins en moins importantes au cours des trois premiéres semaines
de vie (Sun et al., 2003). Au niveau de la rate, les cellules dendritiques exprimant le CD8 et le CD4 sont
absentes en tout début de vie. Les cellules dendritiques CD8+ se développent trés rapidement pour
atteindre leur niveau maximal a la fin de la premiére semaine alors que les cellules dendritiques CD4+
se développent plus progressivement et deviennent de plus en plus majoritaires au cours du temps
(pour atteindre 50% a I'age adulte alors que les CD8+ représentent 25% des cellules dendritiques
totales) (Dakic et al., 2004). Parmi les cellules dendritiques CD8+, I'expression du marqueur CD205
permet de les différencier. Chez I'adulte, la majeure partie des cellules dendritiques est CD8- CD205-
(75%) alors que les cellules dendritiques CD8+ CD205+ ne représentent que 25% des cellules
dendritiques totales. Chez le nouveau-né, les cellules dendritiques CD8- CD205- ne représentent
gu’une petite partie des cellules puisque la majeure partie des cellules dendritiques sont CD8- mais
expriment également le CD205. Elles vont ensuite acquérir le marqueur CD8 ou perdre I'expression du
CD205 au cours de I'ontogénie afin de se répartir a I’age adulte entre les deux sous populations CD8+
CD205+ et CD8- CD205-. Il semblerait donc y avoir une mise en place progressive des différentes sous-
populations de cellules dendritiques au cours de I'ontogénie qui est comparable a celle observée chez
une souris irradiée et supplémentée avec des cellules précurseurs de la moelle osseuse (Kamath et al.,
2000)

La derniere hypothése, qui découle des deux précédentes est la sécrétion de cytokines par les cellules
dendritiques néonatales et donc leur impact sur la différenciation des lymphocytes T. En effet, les
réponses immunitaires de type Thl sont notamment dues a la sécrétion d’IL-12 par les cellules
dendritiques. Cette sécrétion d’IL-12 est majoritairement induite par les cellules dendritiques CD8+
CD205+ chez I'adulte. Cependant chez le nouveau-né, on note une sécrétion d’IL-12 également par les
cellules dendritiques CD8- CD205+. L’acquisition progressive de leur phénotype et de leur fonction met
en évidence que les cellules dendritiques CD8- CD205+ représentent un stade immature des cellules
CD8+ CD205+ qui ne sont pleinement fonctionnelles qu’a partir du 7™ jour. (Wu and Liu, 2007).
Cependant la sécrétion d’IL-12 par les cellules dendritiques CD8- CD205+ néonatales est beaucoup plus
faible que celle induite par les cellules dendritiques CD8+ CD205+. Ainsi, ce défaut fonctionnel pourrait
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expliquer en partie le biais Th2 et le défaut de réponse Th1 observés chez les nouveau-nés (Lee et al.,
2008). En effet, lorsque les nouveau-nés sont supplémentés avec des cellules dendritiques sécrétant
de I'lL-12, ils sont tout a fait capables d’induire des réponses de type Thl en réponse a un antigene.
Par contre, lorsque la méme expérience est réalisée avec des cellules dendritiques adultes provenant
de souris KO pour I'lL-12, les nouveau-nés ne parviennent plus a induire des réponses Th1l efficaces.
L'apparition des cellules dendritiques CD8+ CD205+ semble donc étre une étape majeure de
I"acquisition de la capacité a induire des réponses Thl. De plus, il apparait que I'environnement
néonatal joue également un r6le majeur sur la fonction des cellules dendritiques et le bon
développement des réponses T. Ceci a été mis en évidence dans une étude démontrant qu’en
conditions pro-inflammatoires activant le TLR9, la sécrétion d’IL-10 par les lymphocytes B du nouveau-
né empéche la sécrétion d’IL-12 par les cellules dendritiques, induisant un déficit de réponse Th1 (Sun
et al., 2005). Chez 'Homme, le biais Th2 a également été expliqué par un déficit de I'expression de I'IL-
12 par les cellules dendritiques. Ainsi, un déficit de I'expression du gene IL-12(p35) au niveau des
cellules dendritiques du nouveau-né (Goriely et al., 2001) a été mis en évidence puis le déficit de
sécrétion d’'IL-12 par les cellules dendritiques a été confirmé, induisant un défaut de sécrétion d’IFN-y
par les lymphocytes T (Langrish et al., 2002).

Les cellules dendritiques du nouveau-né semblent donc avoir des caractéristiques bien particulieres et
acquérir progressivement un phénotype plus mature au cours de I'ontogénie. Ceci permet d’expliquer
en partie I'inefficacité des réponses immunitaires néonatales.

» Les lymphocytes T CD4+ effecteurs

En plus des particularités majeures des cellules dendritiques néonatales, les lymphocytes T néonataux
semblent également avoir des caractéristiques intrinseques permettant d’expliquer le
dysfonctionnement du systeme immunitaire du nouveau-né. Premierement, chez la souris nouveau-
née, le nombre de lymphocytes T est plus bas que chez I’adulte. Par conséquent, les nouveau-nés sont
considérés comme lymphopéniques. Chez le nouveau-né, comme chez I'adulte lymphopénique,
I"administration d’un nombre fixe de lymphocytes T adultes CD4+ comme CD8+ va induire une
prolifération spontanée homéostatique de ces lymphocytes T (Min et al.,, 2003) en absence de
stimulation antigénique, confirmant ainsi le nombre limité de lymphocytes T chez le nouveau-né.

- Labalance Th1/Th2

Concernant le biais Th2 néonatal, méme si les deux types de lymphocytes T primaires Thl et Th2 se
développent a la naissance, I'exposition a un antigéne induit préférentiellement une réponse de type
Th2 et une apoptose des lymphocytes Th1l. Ceci est d(i a la surexpression de la chaine al du récepteur
a I'lL-13 et de la chaine a du récepteur a I'lL-4 a la surface des lymphocytes Th1 capables de s’hétéro-
dimériser et qui déstabilise la balance entre facteurs pro et anti apoptotiques résultant dans I'apoptose
des lymphocytes Th1 et un biais Th2 (Li et al., 2004). Au contraire la neutralisation de I'lL-4 empéche
I"apoptose des lymphocytes Th1l et restaure des réponses médiées par I'IFN-y. De méme, I'absence
d’exposition microbienne en début de vie réduit la déméthylation et donc I'activation du géne de I'lIFN-
y dans les lymphocytes T naifs, ce qui résulte en une augmentation des réponses Th2 et donc du risque
allergique en début de vie (Vuillermin et al., 2009)

Les lymphocytes T CD4+ néonataux sont également directement capables de sécréter de I'lL-4 et de
I'IL-13 aprées seulement 24h de stimulation alors que les lymphocytes T CD4+ adultes nécessitent au
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moins 3 jours de différenciation Th2 pour sécréter des quantités comparables de cytokines et
seulement apres une prolifération extensive (Rose et al., 2007). Les génes codant pour les cytokines
Th2, I'lL-4, I'IL-5 et I'lL-13 sont regroupés au niveau d’un locus appelé « locus Th2 ». Dans les
lymphocytes T adultes naifs, ce locus est inaccessible et quiescent. Lorsque les lymphocytes T CD4+ se
différencient en Th2, différentes étapes d’épigénétique ont lieu permettant I'acces a ce locus (Agarwal
and Rao, 1998) : I'apparition de sites de sensibilité a la DNAsel (Takemoto et al., 1998), une
modification de I'acétylation des histones (Avni et al., 2002), et une déméthylation du locus Th2 (Lee
et al., 2002). La sécrétion rapide des cytokines Th2 par les lymphocytes T néonataux pourrait donc étre
également due a des modifications épigénétiques du locus Th2. Par exemple, une hypométhylation a
été observée chez le nouveau-né au niveau du CNS-1 (Rose et al., 2007), un co-régulateur et activateur
de I'expression des cytokines Th2 et plus particulierement de I'lL-4, également déméthylé au cours de
la différenciation Th2 (Guo et al., 2002).

Ces modifications épigénétiques propres aux lymphocytes Th2 et Th1l néonataux ainsi que la sensibilité
des lymphocytes Thl a I'apoptose pourraient expliquer le biais Th2 observé chez le nouveau-né
(zaghouani et al., 2009)

- Les lymphocytes Th17

La balance Th1/Th2 dérégulée chez le nouveau-né pose la question de la réponse Th17 néonatale. Une
premiére étude a mis en évidence qu’il était possible d’induire des cellules Th1/Th17 suite a
I"administration de myéline chez le nouveau-né mais que ces cellules sécrétaient moins d’'IL-17 et
étaient moins actives permettant ainsi de prévenir le développement d’encéphalite auto-immune
expérimentale (Hofstetter et al., 2007). Ce défaut d’induction des réponses Th17 chez le nouveau-né
a ensuite été confirmé dans un modele d’infection a streptocoques. Cette étude a également mis en
avant un défaut des cellules présentatrices d’antigénes du nouveau-né a induire une réponse de type
Th17 (Bogaert et al., 2009). Le biais Th2 observé chez le nouveau-né permet d’expliquer ce défaut
d’induction de réponse Th17 puisque I'lL-4 est une cytokine inhibitrice de la génération des
lymphocytes Th17 (Weaver et al., 2007). Ainsi, une déprivation en IL-4 permet d’induire une réponse
Th17 responsable en grande partie du rejet de cellules allogéniques injectées en période néonatale
(Debock et al., 2012). De méme, I'administration d’anti IL-25, cytokine pro-Th2, en période néonatale
induit une réponse Th17 suite a une infection pulmonaire virale (Siegle et al., 2011). Cependant, de
maniere comparable a la réponse Th1, la réponse Th17 peut étre induite chez le nouveau-né grace a
I'utilisation d’adjuvants pro-Th17 (Kamath et al., 2009). En conclusion, le biais Th2 observé chez le
nouveau-né induit un déficit a la fois de réponse Thl et Th1l7, pouvant ainsi expliquer le défaut de
protection contre les infections observées chez le nouveau-né. La possibilité d’induire des réponses
Thl et Th17 grace a l'utilisation d’adjuvants forts ou de conditions particulieres apporte cependant
une voie possible d’adaptation notamment de la vaccination aux particularités néonatales.

» Les lymphocytes T CD4+ régulateurs

La thymectomie des nouveau-nés agés de trois jours conduit a une augmentation de I'incidence des
maladies auto-immunes. Cette auto-immunité peut étre empéchée par I'administration aux nouveau-
nés de lymphocytes T régulateurs CD25+. Ceci met en évidence une fuite de cellules auto-réactives des
la naissance du thymus vers la périphérie mais un délai dans la migration des lymphocytes T
régulateurs capables de lutter contre le développement de cette auto-immunité. Le transfert de ces
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lymphocytes T régulateurs naturels vers la périphérie ne semblerait débuter qu’a partir du 3™ jour de
vie (Asano et al., 1996). L’analyse de |'expression de Foxp3 sur les thymocytes au cours de I'ontogénie
confirme que cette expression n’est détectable par cytométrie en flux qu’a partir du 6™ jour de vie
(Fontenot et al., 2005). Pourtant, d’autres auteurs ont démontré la présence de I’ARN de Foxp3 en
périphérie dés 3 jours. Cependant, cette expression de Foxp3 a la fois dans les thymocytes et en
périphérie est 2 a 3 fois moins élevée que chez I'adulte (Dujardin et al., 2004). Il faut également noter
gue chez le nouveau-né, la grande majorité des lymphocytes T régulateurs présents en périphérie
proviennent du thymus alors que chez I'adulte seulement 1 a 2% des lymphocytes T régulateurs
périphériques proviennent de cette origine (Berzins et al., 1998). Il semble donc évident qu’il y ait des
différences de fonctions entre ces deux ages. De plus, lorsque une souris a été thymectomisée a 3
jours, une proportion trés importante de cellules CD4+ CD25+ est retrouvée en périphérie a I'age
adulte indiquant la compensation de I'organisme a I'absence de I'apport de lymphocytes T régulateurs
naturels thymiques par la prolifération intensive du pool de lymphocytes T régulateurs déja présents
en périphérie. Il semblerait donc qu’il n’y ait que peu de lymphocytes T régulateurs déja présents en
tout début de vie mais ces lymphocytes T régulateurs auraient la capacité de proliférer en cas de besoin
et de fonctionner de facon mature (Dujardin et al., 2004). Ceci explique en partie la disparité
interindividuelle des souris capables de développer de I'auto-immunité aprés une thymectomie
néonatale (Kojima and Prehn, 1981). En effet, les souris qui ne développent pas d’auto-immunité apres
thymectomie a 3 jours ont bien des lymphocytes T régulateurs, méme s’ils sont peu nombreux, qui
sont en périphérie avant la thymectomie et qui sont capables d’inhiber I'auto-immunité. De méme,
chez 'Homle, il a également été démontré que les lymphocytes T régulateurs naturels se développent
progressivement au cours de I'ontogénie ainsi que leur fonction suppressive et leur expression de
Foxp3 au niveau du thymus (Tulic et al., 2012). En conclusion, des lymphocytes T régulateurs naturels
sont bien présents dés la naissance mais leur quantité et leur fonction quant a elle n’est pas encore
bien établie.

Au niveau de l'induction des lymphocytes T régulateurs, il apparait que les lymphocytes T des nouveau-
nés ont une tendance a se différencier en lymphocytes T régulateurs plus élevée que ceux des adultes.
En effet, in vitro, lors d’une stimulation classique du TCR, 70% des lymphocytes T néonataux se
convertissent en lymphocytes T régulateurs, alors que chez I'adulte seulement 10% des lymphocytes
T suivent la méme différenciation. Cette conversion est dépendante du TGF-B endogéne mais ne
nécessite pas d’ajout de TGF-B exogene. Ces lymphocytes T régulateurs induits expriment le Foxp3,
sont capables d’inhiber les réponses T et régressent au cours des 2 premieres semaines de vie. Ces
résultats ont été confirmés in vivo par l'injection d’anti CD3 qui induit une augmentation 3 fois
supérieure de la fréquence des lymphocytes T régulateurs chez le nouveau-né. De méme, l'injection
de lymphocytes T néonataux dans une souris génétiquement modifiée pour ne pas avoir de
reconversion de son TCR (Ragl-/-), induit une différenciation des lymphocytes T 6 fois supérieure a la
méme expérience réalisée avec des lymphocytes T adultes. Il semble donc exister une capacité de
différenciation en lymphocytes T régulateurs par défaut beaucoup plus élevée chez le nouveau—né
(Wang et al., 2010). Il semblerait également que la capacité des lymphocytes T régulateurs a inhiber
les réponses a la fois de type Th1l ou Th2 soit totalement efficace sans distinction chez le nouveau-né.
Il a été mis en évidence que l'infection a HSV induit des réponses Th1 et CD8 cytotoxique beaucoup
moins importantes chez le nouveau-né. Ceci est d{i a la génération de lymphocytes T régulateurs au
niveau des ganglions drainant le site de I'infection capables d’inhiber les réponses Th1l induites via un
mécanisme dépendant du TGF-B (Fernandez et al., 2008). De méme la génération de lymphocytes T
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régulateurs Foxp3 en période néonatale par I'administration de complexes immuns IgG/antigéne par
voie orale est capable d’inhiber les réponses de type Th2 allergiques induites a I'age adulte (Mosconi
et al.,, 2010). Ainsi, les nouveau-nés semblent tout a fait capables d’induire des lymphocytes T
régulateurs en période néonatale.

e) Lerdle de I'allaitement dans le développement des réponses immunitaires du
nouveau-né

Pendant la période néonatale, les défenses immunitaires du nouveau-né sont donc en constant
développement. Durant cette phase de développement essentiel, le lait maternel, qui reste la
nourriture physiologique la mieux appropriée aux mammiferes, aide le systeme immunitaire a générer
des réponses appropriées et efficaces. Etant donné que le lait maternel est la nourriture obligatoire du
nouveau-né murin, il est quasiment impossible d’étudier I'impact de I'absence d’allaitement sur le
nouveau-né. Ces études ont donc directement été réalisées chez 'Homme en grande majorité méme
si quelques-unes ont également été réalisées chez |la souris. Méme si pour faciliter la lecture, j’ai décidé
de subdiviser les différents roles des molécules présentes dans le lait maternel, souvent ces molécules
interagissent et partagent différentes activités.

> Le role anti-infectieux du lait maternel

Il a tout d’abord été mis en évidence que les enfants allaités développaient moins d’infections que les
enfants nourris avec du lait synthétique. A la fois dans les pays développés (Duijts et al., 2010; Duijts
et al., 2009) et en voie de développement (Carreira et al., 2014; Ladomenou et al., 2010), il existe des
preuves concrétes de I'effet protecteur contre les infections de I'allaitement chez 'Homme au cours
des 4-6 premiers mois de vie (Golding et al., 1997) (voir Figure 8). Cet effet protecteur a tout d’abord
été associé au fait que le lait maternel était stérile contrairement a I’'eau potentiellement contaminée
nécessaire pour la préparation des formules. Cependant, il est actuellement bien établi qu’en plus
d’apporter de nombreuses valeurs nutritives, le colostrum (premier lait) et le lait maternel conferent
également des avantages immunitaires essentiels au nouveau-né et le protegent contre le
développement d’infections respiratoires et gastro-intestinales. Ainsi un allaitement exclusif pendant
6 mois avec une intégration progressive des aliments permettrait d’empécher chaque année 1 million
de morts néonatales (Jones et al., 2003; Morrow and Rangel, 2004). Cette protection peut étre
expliquée par deux types de mécanismes : (1) une protection immunitaire classique apportée par les
anticorps maternels et par des composés pouvant agir comme ligands des bactéries et virus et
empécher leur interaction avec le systéeme immunitaire du nouveau-né (2) des molécules permettant
la maturation directe du systéeme immunitaire du nouveau-né afin qu’il atteigne son potentiel optimal.
Cette protection est immédiate au cours de I'allaitement mais apporte également un bénéfice a long
terme puisque I'allaitement et sa durée semblent avoir un impact sur le développement d’infections
jusgqu’a 10 ans apres la période d’allaitement (Silfverdal et al., 1997; Wilson et al., 1998).
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Risque relatif de maladies diarrhéiques et d'infections respiratoires séveres en fonction de
I'dge et du statut d'allaitement

Allaitement exclusif | Allaitement partiel | Pas d'allaitement
Maladies diarrhéiques
0-3 mois 1.0 4.1 15.1
4-11 mois NA 1.0 2.2
Infections respiratoires sévéres
0-3 mois 1.0 2.9 4.0
4-11 mois NA 1.0 2.1

Figure 8: Impact de I'allaitement sur le risque infectieux

D’aprées “Ecological study of effect of breast feeding on infant mortality in Latin America”, Betran et al, BMJ, 2001

La protection contre les infections apportée par le lait maternel est largement attribuée a la présence
dans le lait maternel d’IgA (décrits ci-dessous). Cependant, le lait maternel contient également un
grand nombre de composants avec une activité antimicrobienne comme des carbohydrates, des
oligosaccharides ou des composés glycosylés tels que des glycoprotéines, des glycolipides ou des
mucines (Newburg, 1999). Ces composés glycosylés sont le troisieme constituant le plus abondant du
lait maternel et contiennent une grande variété de structures. Ces composés glycosylés et plus
particulierement les oligosaccharides ont des homologies avec les récepteurs d’'une grande majorité
de bactéries et de virus communs. Ainsi, les oligosaccharides vont étre utilisés par les pathogénes
comme substrats et vont ainsi inhiber les interactions des pathogénes avec les tissus muqueux de
I’hbte, le protégeant ainsi de I'infection. De méme, des glycoprotéines ont la capacité d’interférer dans
les interactions du pathogéne avec la muqueuse de I’hote. C'est le cas, par exemple, de la lactadherine
qui inhibe I'infection par les rotavirus (Newburg et al., 1998) ou la mucine qui empéche la liaison des
bactéries pathogénes aux cellules intestinales grace a la présence de résidus d’acide sialique (Schroten
et al., 1998). Ces composés glycosylés contribuent donc de maniére significative a la protection des
tissus muqueux néonataux contre les attaques bactériennes et virales et semblent donc étre des
acteurs majeurs de la protection contre les infections observée chez les nouveau-nés allaités (Kelly and
Coutts, 2000).

Un certain nombre de protéines présentes dans le lait maternel ont également une activité
antimicrobienne, résistent a la dégradation protéolytique dans l'intestin et contribuent ainsi a la
défense des nouveau-nés contre les bactéries pathogénes et les virus. Ainsi, la lactoferrine qui est la
protéine présente en plus grande quantité dans le lait maternel (1-4g/L) (Hanson et al., 2003), posséde
une forte activité bactéricide, essentiellement grace au peptide formé au cours de sa digestion, la
lactoferricine (Tomita et al., 1991). Elle dégrade les structures protéiques des bactéries pathogénes
intestinales nécessaires a leur attachement et a leur invasion, bloquant ainsi I'infection (Plaut et al.,
2000). La lactoferrine interagit a cette étape avec le lysozyme lui aussi présent dans le lait maternel et
qui va pouvoir accéder a la bactérie et dégrader la matrice intracellulaire, détruisant ainsi le micro-
organisme (Ellison and Giehl, 1991). La lactoferrine et le lysozyme du lait maternel ont également été
mis en évidence comme protecteur contre des virus tels que HIV (Harmsen et al., 1995; Lee-Huang et
al., 1999) et des infections par champignons (Andersson et al., 2000). La lactoferrine a également été
démontrée comme une protéine anti-inflammatoire grace a son inhibition de la sécrétion d’IL-6
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(Mattsby-Baltzer et al., 1996) mais également de la production et de la sécrétion de TNF-a, IL- B et IL-
8 via l'activation de la voie de signalisation du NF-kB (Haversen et al., 2002). Elle joue également un
role majeur sur le développement de la muqueuse intestinale (Nichols et al.,, 1987).
L'osteoprotegerine, membre de la super famille du TNF est trouvée en grande quantité dans le lait
maternel et empéche l'inhibition de la prolifération des lymphocytes T induite par le TNF, permettant
ainsi d’inhiber les réponses pro-inflammatoires (Vidal et al., 2004). D’autres enzymes jouent également
un réle dans l'activité antimicrobienne du lait maternel comme la k-caséine qui, grace a ses résidus
d’acide sialique empéche I'adhésion de Helicobacter pylori a la muqueuse gastrique en mimant un
récepteur analogue et en capturant ainsi la bactérie (Stromqvist et al., 1995), la lactoperoxydase qui
permet la dégradation de bactéries au niveau de la bouche et du haut du tractus gastro intestinal
(Steele and Morrison, 1969), I’'haptocorrine qui lie la vitamine B12 empéchant ainsi son utilisation par
les bactéries pour leur croissance (Gullberg, 1973) ou encore I'a-lactaloumine dont 3 peptides ont été
identifiés comme ayant une activité microbicide (Pellegrini et al., 1999).

» Les composants du systéeme immunitaire maternel directement transférés au
nouveau-né

Comme énoncé précédemment, le systéme immunitaire du nouveau-né n’est pas totalement mature.
Il nécessite un support maternel essentiel a son bon fonctionnement. Au cours de la période fcetale,
des anticorps maternels de type IgG sont transférés via le placenta. Ces anticorps sont cruciaux pour
la défense des tissus. Par la suite, le lait maternel va continuer a apporter ces anticorps ainsi que des
IgM, mais va en majorité apporter des anticorps de type IgA essentiels a la défense des muqueuses
(90%). Les IgA empéchent efficacement I'attachement des bactéries aux muqueuses et donc I'entrée
des micro-organismes dans les tissus et, contrairement aux IgG, sont non-inflammatoires (Hanson,
1961). Le lait maternel est composé d’un taux élevé d’IgA qui sont dirigés contre tous les antigenes
microbiens rencontrés par la mere, ce qui lui permet d’assurer une protection contre un large spectre
de micro-organismes (Brandtzaeg, 2003; Hanson, 1998). La présence de ce type d’anticorps au niveau
du lait maternel est due a la reconnaissance des antigénes microbiens au niveau de la muqueuse
intestinale de la mere et plus précisément au niveau des cellules M des plaques de Peyer. Cette
reconnaissance par les cellules M va induire une modification des lymphocytes B en sécréteurs d’IgA.
Ces lymphocytes B vont ensuite quitter les plaques de Peyer et migrer vers les différents sites muqueux
et les glandes exocrines. Les hormones lactogéniques vont diriger ces lymphocytes B producteurs d’IgA
au niveau de la glande mammaire. Cette étape est appelée la migration entéro-mammaire. Les IgA
vont ensuite se lier aux récepteurs aux Ig membranaires présents au niveau des cellules épithéliales
glandulaires et vont étre transférés dans le lait maternel. Ainsi, un nouveau-né allaité recevra entre
0,5 et 1g d’IgA par jour. Ce transfert passif d'immunoglobulines est la premiére ligne de défense du
nouveau-né contre différentes bactéries pathogenes, certains virus et certaines candidoses
(Lonnerdal, 2003).

La mere va également transmettre un certain nombre de ses cellules immunitaires via le lait maternel.
En effet, on retrouve dans le lait maternel environ 10° leucocytes dont 60% de macrophages, 30% de
neutrophiles et entre 5 et 10% de lymphocytes. Les macrophages expriment des marqueurs
d’activation, ont une activité phagocytaire et sécréetent des facteurs immuno-régulateurs (Rivas et al.,
1994). llIs contiennent également des IgA qu’ils peuvent relacher au contact des bactéries
commensales au niveau de l'intestin (Brandtzaeg, 2003). Les neutrophiles du lait maternel ont une
adhérence, une motricité et une polarité diminuée et expriment des taux plus faibles de CD11b et de
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L-sélectine, démontrant ainsi une activité limitée de ces neutrophiles chez le nouveau-né (Kim et al.,
2003). Au niveau des lymphocytes du lait maternel, la grande majorité de ces lymphocytes sont des
lymphocytes T. Les lymphocytes T CD8+ sont présents en plus grande quantité que dans le sang et ont
une activité cytotoxique. On retrouve également des lymphocytes T CD4+ dans un état activé et
exprimant le CD45R0, une protéine de surface associée a la mémoire immunitaire (Eglinton et al.,
1994). Ces lymphocytes T d’origine maternelle pourraient a la fois compenser les défauts des
lymphocytes T néonataux et accélérer leur maturation. En effet, les lymphocytes T du lait maternel
peuvent traverser la barriére intestinale du nouveau-né et ainsi modifier les différentes proportions
phénotypiques des lymphocytes T systémiques (Hawkes et al., 1999). De plus, I'impact de I'allaitement
sur la taille du thymus met en évidence un réle concret du lait maternel sur le développement des
lymphocytes T notamment via le passage de I'lL-7 a travers la membrane épithéliale (Aspinall et al.,
2011; Hasselbalch et al., 1999). Les lymphocytes T maternels peuvent également sécréter un certain
nombre de cytokines permettant ainsi de pallier au défaut de différenciation des lymphocytes T
néonataux.

» Les molécules immuno-modulatrices présentes dans le lait maternel

En plus de I'immunité maternelle transmise au nouveau-né de maniére passive, le lait maternel est
également composé de différents facteurs immuno-modulateurs avec de potentielles activités
protectrices comme par exemple des cytokines et des facteurs de croissance. Ces molécules jouent un
role majeur a la fois au niveau du contréle et de la maturation du systéme immunitaire et de la
mugueuse intestinale.

- Les cytokines

Le lait maternel contient un large spectre de cytokines pro ou anti-inflammatoires. La source primaire
de ces cytokines est la glande mammaire mais les leucocytes présents dans le lait maternel peuvent
également produire un certain nombre de cytokines. Méme si |’on retrouve parfois des taux tres élevés
de ces cytokines, leurs taux varient généralement massivement en fonction des différents laits
maternels ou du statut immunitaire de la mére allaitante. Parmi les cytokines anti-inflammatoires on
peut noter I'lL-10, cytokine immunosuppressive, sécrétée par la glande mammaire mais également par
les lymphocytes T présents dans le lait. L'IL-10 présent dans le lait maternel inhibe les réponses de type
Th1 et la sécrétion de molécules pro-inflammatoires. L’IL-10 va également interagir avec le TGF- pour
augmenter la synthese d’IgA (Garofalo et al., 1995). Le TGF-B est également présent dans le lait
maternel et va rapidement passer la muqueuse intestinale et rejoindre la plupart des tissus du
nouveau-né, démontrant l'importance de cette cytokine dans le développement postnatal. Les
nouveau-nés n’ayant pas de source de TGF-B maternel vont mourir trés rapidement suite a une
inflammation diffuse et létale, démontrant ainsi le role majeur du TGF-B maternel dans le
développement général du nouveau-né mais également lui suggérant un réle essentiel dans son
immunité (Letterio et al.,, 1994). Le TGF-B est une cytokine immuno-régulatrice qui joue un réle
essentiel chez le nouveau-né notamment au niveau de I'induction de tolérance orale (Verhasselt et al.,
2008) ou de la génération de lymphocytes B sécréteurs d’IgA (Bottcher et al., 2000). Le TGF-B est
également une cytokine majeure dans la prévention des maladies allergiques (Oddy and Rosales,
2010). Enfin, le TGF-B pourrait également jouer un rdéle majeur dans le maintien de l'intégrité
intestinale du nouveau-né (Donnet-Hughes et al., 2000).
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Un certain nombre de cytokines pro-inflammatoires sont également présentes en quantités variables
dans le lait maternel, telles que I'lL1-B, I'IL-6, I'IL8 ou le TNF-a (Hawkes et al., 1999). Cependant la
présence également dans le lait maternel du récepteur antagoniste de I'lL1 et des récepteurs solubles
du TNF et de I'lL-6 permet de réduire leur activité pro-inflammatoire. Enfin, la présence prédominante
et en quantité supérieure de I'lL-10 permet de supposer un réle immuno-régulateur de cette cytokine
sur les cytokines pro-inflammatoires (Filteau, 2001).

- Les hormones

En plus de leur réle spécifique, les facteurs de croissance et les hormones peuvent également controler
de maniere plus générale la prolifération, la survie, la différenciation et la fonction des cellules du
systeme immunitaire. Un large ensemble de ces composés est présent dans le lait maternel et ingéré
par les nouveau-nés au cours de la maturation du systeme immunitaire en période néonatale. Parmi
ces différentes hormones, la prolactine semble étre un régulateur prometteur du développement
immunitaire néonatal. La prolactine est classifiée comme hormone a activité immuno-régulatrice. Elle
intervient via son récepteur le PRL-R, membre de la superfamille de I'IL-2, sur la maturation et la
fonction des lymphocytes T, I'activation des macrophages et I'activité des cellules NK (Bernton et al.,
1988; Reber, 1993). La prolactine stimule également la sécrétion d’anticorps et pourrait étre utilisé
comme adjuvant. La prolactine est présente en grande quantité dans le lait maternel a la fois chez
I’animal (Kacsoh et al., 1993) et chez I'Homme (Ellis and Picciano, 1995) sous différentes isoformes en
fonction du poids moléculaire et du degré de glycosylation ou de phosphorylation. Des études chez
I"animal ont démontré que I'absorption d’un lait maternel déprivé en prolactine affectait la maturation
des lymphocytes T dans le thymus, leur migration vers les organes lymphoides secondaires et leur
prolifération ainsi que la différenciation des lymphocytes B (Grove et al., 1991; Russell et al., 1988).
La prolactine semble donc étre un immuno-modulateur majeur du lait maternel. La leptine est
également une hormone présente en grande quantité dans le lait maternel. Le lait maternel est la seule
source de leptine en début de vie, le nouveau-né étant incapable d’en produire. Cette hormone joue
un role essentiel sur la croissance du nouveau-né en période post-natale (Doneray et al., 2009; Pico et
al., 2007) et prévient le développement de I'obésité (Palou and Pico, 2009). Beaucoup d’autres
hormones sont présentes dans le lait maternel, telles que des corticostéroides, des hormones
stéroidiennes ou thyroidiennes. Ces hormones ont des effets plus ou moins importants sur le
développement général et immunitaire du nouveau-né (Hamosh, 2001)

- Les acides gras polyinsaturés

Les acides gras poly insaturés (n-6) et (n-3) ont été mis en évidence comme modulateurs de la
génération des lymphocytes Th1 et Th2 chez I'adulte (Calder and Grimble, 2002). Ces acides gras sont
également présents dans le lait maternel et une autre étude a mis en évidence I'effet que pourraient
avoir ces acides gras polyinsaturés sur le développement des réponses immunitaires chez le nouveau-
né (Field et al., 2001). Ainsi, les acides gras polyinsaturés agissent directement sur la maturation, la
prolifération et la fonction des lymphocytes T. Les acides gras (n-3) inhibent la prolifération des
lymphocytes T, leur expression de CD25 et leur sécrétion d’'IL-2 et d’IFN-y (Calder et al., 2002).
Cependant, les effets des acides gras polyinsaturés semblent étre dépendants du type d’acide gras
considéré, de la dose et de I'age d’administration. Par exemple, la supplémentation en huile de poisson
au cours des 4 premiers mois de lactation a été démontrée comme activateur de la sécrétion d’IFN-y
en réponse au LPS (Lauritzen et al., 2005). L'effet des acides gras insaturés sur la protection du
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nouveau-né contre les infections reste cependant toujours controversée avec certaines études
démontrant un impact positif (Pierre et al., 2007) et d’autres I'inverse (Anderson and Fritsche, 2002).
Contrairement aux effets variables sur les infections, les acides gras polyinsaturés semblent avoir un
impact bénéfique sur le développement des allergies. Un lait maternel faible en (n-3) acides gras est
directement corrélé a un risque d’atopie élevé chez I’'enfant (Duchen et al., 1998). De méme un
enrichissement de I'alimentation maternelle avec de I’huile de poisson riche en acides gras (n-3)
permet de modifier la composition en composés immuno-actifs du lait maternel (Dunstan et al., 2004)
et d’inhiber un certain nombre de marqueurs de risque atopique (D'Vaz et al., 2012; Dunstan et al.,
2003).

» Impact du lait maternel sur la maturation intestinale

A la naissance, le tractus gastro-intestinal doit rapidement étre efficace afin de digérer et d’absorber
des nutriments pour maintenir un taux de croissance optimal du nouveau-né. L’intégrité de
I’épithélium intestinal est de premiére importance puisqu’il est a la fois responsable de la sécrétion
d’enzymes, de I'absorption des nutriments mais également de la barriére sélective contre les antigenes
environnementaux en apport constant au niveau de la lumiére intestinale (Artis, 2008). Cette
constante exposition aux antigeénes alimentaires et aux bactéries du microbiote intestinal est
également nécessaire au développement des réponses immunitaires néonatales au niveau du tissu
lymphoide associé a I'intestin (Neu, 2007). Pour ces raisons, la mise en place et le maintien d’'une
fonction adéquate du tractus gastro-intestinal jouent un réle majeur dans le développement général
du nouveau-né et la diminution de la mortalité infantile, les infections gastro-intestinales étant la
premiere cause de mortalité chez les nouveau-nés.

Parmi les facteurs agissant sur le développement de I'épithélium digestif, la nutrition néonatale est un
des composants critiques, a la fois de I'établissement de la fonction de digestion ainsi que de celui de
la fonction de barriere et du systéme immunitaire muqueux (Ulluwishewa et al., 2011). L’adaptation a
la nutrition entérale est un des premiers challenges du nouveau-né, apres la période in utero au cours
de laquelle la plupart des nutriments sont apportés via la circulation ombilicale et le liquide
amniotique. L'adaptation a I'apport entéral des nutriments se fait classiquement au cours de la période
néonatale notamment grace au lait maternel qui apporte les nutriments essentiels a I'établissement
de I’"homéostasie du tractus gastro-intestinal.

A la naissance, la barriere intestinale est immature et adaptée a la digestion du lait maternel riche en
acides gras et en lactose : les entérocytes sont spécialisés dans le métabolisme des acides gras et
expriment de haut taux de lactase (Henning, 1981). Chez la souris, I'épithélium intestinal néonatal ne
contient pas de cryptes. A la place, des cellules prolifératives sont retrouvées au niveau des poches
inter-villositaires. Aprés une semaine, ces poches vont s’organiser en cryptes qui vont progressivement
augmenter en taille et en nombre au cours des 2 dernieres semaines de la période post-natale. Les
cellules de Paneth, spécialisées dans la sécrétion de protéines antimicrobiennes telles que I'a-
defensine ou le lysozyme, apparaissent également au moment de la formation des cryptes (de Santa
Barbara et al., 2003). L’épithélium intestinal va ensuite subir une nouvelle différenciation structurale
et biochimique lors du sevrage afin de s’adapter a la nourriture solide qui contient en majorité des
carbohydrates. Ainsi, I'expression de la lactase va diminuer afin d’étre remplacée par la sucrase
isomaltase, responsable de la digestion des carbohydrates complexes présents dans I'alimentation
solide (Krasinski et al., 1994). Enfin, la maturation intestinale se traduit également par une diminution
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de la perméabilité aux antigenes. Ainsi, il a été mis en évidence a la fois dans des modéles animaux
(Heyman et al., 1986; Udall et al., 1981b) et chez 'Homme (Weaver et al., 1984) que la barriere
intestinale du nouveau-né est beaucoup plus perméable aux macromolécules que celle de I'adulte et
donc potentiellement plus sensible a I'entrée d’antigenes délétéres. En plus des composés
nutritionnels qui peuvent accélérer la maturation intestinale, I'intestin du nouveau-né subit un
processus de maturation progressive génétiquement contrélée via I'expression du facteur de
transcription Blimp (Harper et al., 2011; Muncan et al., 2011).

Le lait maternel apporte de nombreuses molécules essentielles au développement de la muqueuse
intestinale. Parmi ces molécules, les nutriments sont des acteurs majeurs notamment, d’une part, les
acides aminés dont les propriétés physico-chimiques, la concentration et la génération de peptides
bioactifs affectent les fonctions mécaniques, hormonales et neuroendocrines du tractus gastro-
intestinal (Marc Rhoads and Wu, 2009) et d’autre part, les acides gras et leurs métabolites qui sont des
sources majeures d’énergie, d'importants composants des membranes cellulaires, des substrats
métaboliques dans de nombreuses voies de signalisation biochimiques, des molécules de signalisation
cellulaire et jouent un réle majeur d'immuno-modulateurs (Odle, 1997). En plus de ces nutriments
essentiels apportés par le lait maternel, la présence de facteurs de croissance, d’hormones et de
cytokines jouent également un role majeur sur cette maturation (Blum and Baumrucker, 2008). Parmi
ces molécules, il est important de noter le réle important de I'EGF (epidermal growth factor) sur la
maturation de la muqueuse intestinale. Ce facteur de croissance est connu pour activer la prolifération
et la différenciation des cellules épithéliales mais joue également un réle essentiel dans la réparation
de la muqueuse intestinale. Chez le nouveau-né, il a été démontré le role essentiel de I'EGF sur le
développement et la maturation de la muqueuse intestinale, se traduisant par une augmentation du
poids plus rapide des nouveau-nés ayant recu de I'EGF, un intestin plus long et plus prolifératif
(Berseth, 1987). L'impact majeur de I'EGF présent dans le lait maternel sur la maturation intestinale a
ensuite largement été confirmé notamment chez 'Homme, mettant ainsi en avant son role
possiblement protecteur contre le développement d’entérocolites nécrosantes (Dvorak, 2010). La
famille de I'IGF (insulin growth factor) joue également un réle important sur la maturation de la
mugqueuse intestinale. Ainsi, 'administration d’IGF augmente I'épaisseur de la barriere muqueuse et
musculaire de I'intestin, promeut la croissance longitudinale de I'intestin et augmente I'absorption du
sodium et du glucose (Alexander and Carey, 1999). De plus, I'administration d’IGF augmente la
croissance des villosités et I'expression de la lactase, enzyme essentielle a la dégradation du lactose
présent dans le lait maternel (Houle et al., 2000). Enfin, d’autres molécules semblent jouer un réle un
peu moins important mais non négligeable sur le développement de la muqueuse intestinale telles
que la lactoferrine, le TGF-B, la leptine ou encore les stéroides (Blum and Baumrucker, 2008). Enfin, il
apparait que des composés présents dans le lait maternel peuvent avoir un role également sur la
diminution de la perméabilité intestinale qui a lieu au cours de la période post-natale. Ainsi, il a été
démontré dans un modele animal que I'allaitement promouvait la maturation de I'intestin via une
diminution de sa perméabilité (Udall et al., 1981a). En comparaison, les nouveau-nés qui recoivent une
formule de lait synthétique ont un délai dans I'établissement de cette fonction (Le Huerou-Luron et
al., 2010). Cependant, des études restent nécessaires afin de mettre en évidence quelles molécules
précisément jouent un réle dans cette étape.

En conclusion, le lait maternel joue un réle majeur a la fois sur le développement et le fonctionnement
de la muqueuse intestinale.
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[I) La tolérance orale

La tolérance est un mécanisme immuno-régulateur essentiel qui inhibe les réponses immunitaires
inappropriées de I'organisme. On distingue, d’une part, la tolérance centrale qui a lieu au niveau du
thymus et qui consiste a éliminer les lymphocytes T auto-réactifs générés au niveau du thymus et qui
reconnaissent le soi. D’autre part, la tolérance périphérique inhibe le développement de réponses
inflammatoires suite a I'administration d’un antigéne dans des conditions qui stimulent I’activation du
systéme immunitaire. Il existe différents mécanismes d’induction de tolérance immunitaire :

- l'apoptose des lymphocytes T effecteurs activés de maniére persistante ou dont la présence
n'est plus nécessaire, permet notamment |'acceptation de tissus greffés provenant d’un
donneur.

- I'anergie des lymphocytes T effecteurs a lieu en absence d’un signal de costimulation apres la
reconnaissance du complexe CMH ll/antigéne par le TCR du lymphocyte T : les lymphocytes T
ne répondent pas au signal, ne proliférent pas et ne sécrétent pas de cytokines et conservent
cette anergie lors des contacts ultérieurs avec I'antigéne. Le CD28 et le CD40L sont les
principaux ligands de costimulation exprimés par les lymphocytes T activés. Des études
utilisant la délétion de ces molécules de costimulation a permis de mettre en évidence la
possibilité d’induire de la tolérance par ce biais dans des modéles d’allogreffes mais également
dans un modele de diabéete auto-immun.

- Il'induction de lymphocytes T régulateurs est un des mécanismes majeurs de l'induction de
tolérance (voir chapitre sur les lymphocytes T régulateurs). Ces lymphocytes T régulateurs
permettent via leur contact, leur sécrétion de cytokines ou leur expression de molécules
immuno-régulatrices d’inhiber activement les réponses immunitaires inappropriées de
I’organisme.

La tolérance orale est un processus de tolérance périphérique, consistant en une immunosuppression
suite a I'administration d’un antigene par voie orale. Il s’agit d’'un processus physiologique qui peut
également étre utilisé comme un outil immunologique.

1) La tolérance orale chez I'adulte
a) Généralités

La muqueuse intestinale est la surface principale de contact avec les antigenes environnementaux. En
effet, la surface de la muqueuse de l'intestin gréle est estimée a 300m? chez I'Homme (Faria and
Weiner, 2005; Weiner et al., 2011). En plus de son role majeur de barriere, la muqueuse intestinale
joue aussi un role fondamental d’absorption et d'immunité. Le tissu lymphoide associé a la muqueuse
intestinale est le plus étendu de I'organisme et possede le role essentiel de faire la distinction entre
les antigenes inoffensifs et les antigénes nuisibles afin d’induire la réponse immunitaire la mieux
adaptée. La muqueuse intestinale est en constante exposition avec des antigénes alimentaires d’une
part (environ 30 kg de nourriture par an dont environ 150g de protéines sont absorbées dans I'intestin
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chaque jour) et des antigénes microbiens commensaux d’autre part (102 micro-organismes par
gramme de contenu intestinal au niveau du colon). La réponse immunitaire induite par défaut suite a
I’exposition aux antigénes alimentaires et aux bactéries commensales au niveau de la muqueuse
intestinale est la tolérance orale : une réponse immunitaire active et suppressive qui se traduit par une
régulation des réponses inflammatoires délétéres et une absence de symptomes cliniques en réponse
a 'exposition aux antigenes inoffensifs. Lorsque la tolérance orale n’est pas mise en place contre les
bactéries commensales, les réactions inflammatoires a I'encontre de ces bactéries inoffensives
donnent lieu a des maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) telles que la maladie de
Crohn ou la colite ulcérative. L'incidence de ces maladies est actuellement en constante augmentation
et peut toucher jusqu’a 0,6% de la population dans certains pays développés (Molodecky et al., 2012).
L'absence de tolérance orale a I'encontre d’un antigéne alimentaire peut résulter en allergies
alimentaires ou en maladie ceeliaque (intolérance au gluten). Il est important de distinguer la tolérance
orale induite a I'encontre du microbiote intestinal et des antigenes alimentaires. Dans le cas du
microbiote, la tolérance orale est uniquement locale alors que dans le cas d’un antigéne alimentaire,
la tolérance induite via la muqueuse intestinale par I'antigéne donné oralement va induire une
tolérance locale mais également systémique. Dans ma thése, je me concentrerai essentiellement sur
la tolérance orale induite par I'administration d’un antigeéne par voie orale. La tolérance orale a été
bien étudiée au cours du siécle dernier et est devenue un outil immunologique majeur d’induction de
tolérance systémique. En effet, la réponse régulatrice induite par I’'administration d’un antigene par
voie orale permet d’induire une protection contre I'administration ultérieure, méme a distance, de cet
antigene. Elle a été mise en évidence a la fois chez la souris et chez I’'Homme suite a 'administration
de différents antigenes tels que des protéines ou des haptenes. Les effets régulateurs de la tolérance
orale peuvent étre mesurés par la réduction de I’hypersensibilité systémique, de la prolifération des
lymphocytes T et de la sécrétion de cytokines. La sécrétion d’anticorps peut également étre inhibée
particulierement les IgE et les IgG2a. La tolérance orale semble donc atténuer un grand nombre de
réponses immunitaires y compris a distance du site d’induction et jouer un role essentiel dans le
maintien de I’homéostasie immunitaire. Pour ces raisons, la tolérance orale semble étre une voie
envisageable de protection efficace contre le développement de maladies auto-immunes ou de
maladies pro-inflammatoires (Pabst and Mowat, 2012).

b) Mécanismes

> Lieu d’induction

Le tissu lymphoide associé a la muqgueuse intestinale est classiquement subdivisé en deux parties : les
sites effecteurs et les sites inducteurs. Les sites effecteurs consistent en un réseau peu organisé de
lymphocytes T activés et de plasmocytes sécréteurs d’anticorps dispersés au niveau de I'épithélium
intestinal et de la lamina propria de la muqueuse intestinale. Les sites inducteurs quant a eux
regroupent les tissus lymphoides organisés de la muqueuse intestinale et sont responsables de
I'initiation de la réponse immunitaire. Ceux-ci comprennent les plaques de Peyer et les ganglions
drainant l'intestin, les ganglions mésentériques (MLN) (Mowat, 2003) (voir Figure 9).
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- Les plaques de Peyer

Les plaques de Peyer sont des agrégats lymphoides macroscopiques au niveau de la couche sous-
mugqueuse de l'intestin. Elles consistent en large follicules de lymphocytes B subdivisés par des zones
spécifiques de lymphocytes T. Les zones lymphoides sont séparées de la lumiére intestinale par une
fine couche de cellules épithéliales contenant un faible niveau d’enzymes digestives et infiltrée pas un
grand nombre de cellules immunitaires de tout type, I'épithélium associé au follicule (FAE) et une zone
plus diffuse directement en-dessous de la FAE, le dome sub-épithélial (SED). Les plaques de Peyer
contiennent également des cellules M (microfold) qui consistent en des entérocytes différenciés
capables de lier des antigenes particuliers dont des bactéries telles que Salmonella, Shigella ou
Yersinia. Les cellules M ont longtemps été considérées comme le lieu de capture majeur des antigénes
afin d’activer le systéme immunitaire digestif. Pourtant leur manque d’expression du CMH Il (complexe
majeur d’histocompatibilité de type IlI) n’en font pas des cellules capables de présenter I'antigene aux
lymphocytes T. Ces cellules seraient donc plutot responsables du passage de I'antigéne a des cellules
présentatrices d’antigéne compétentes. Par contre, les cellules M semblent jouer un réle majeur dans
la tolérance aux bactéries intestinales. En effet, elles expriment des caractéristiques structurales et
moléculaires dont notamment I'expression a leur surface de divers récepteurs aux antigenes
microbiens (récepteurs toll-like, adhésine, intégrine a5B1, glycoprotéine 2...) essentielles a la
transcytose des bactéries et donc a l'initiation de I'immunité a I’encontre des antigenes bactériens
(Hase et al., 2009). Les plaques de Peyer ont cependant été démontrées comme accessoires dans
Iinitiation de la tolérance orale aux antigénes alimentaires. En effet, la tolérance orale, a I'encontre
par exemple de I'ovalbumine (OVA), se met en place efficacement dans des souches de souris
génétiquement modifiées pour ne pas avoir de plaques de Peyer ou des plaques de Peyer inefficaces
(TNF- KO, LTB KO ou LTa-LTB hétérozygotes) (Spahn et al., 2001; Spahn et al., 2002). Les plaques de
Peyer semblent donc étre de plus un plus restreintes a un role d’assistance de l'initiation de la réponse
immunitaire sans pour autant y étre essentielle. D’autres études tendent également a démontrer que
certains antigénes donnés oralement se retrouveraient directement dans la lamina propria ou ils
seraient captés par des cellules présentatrices d’antigene in situ (Chirdo et al., 2005).

- Les ganglions mésentériques

Les ganglions mésentériques sont les ganglions lymphatiques les plus larges de I'organisme. En
contraste du réle controversé des plaques de Peyer, il ne semble subsister aucun doute quant a
I'importance des ganglions mésentériques dans l'initiation de la tolérance orale. Dans les études
utilisant la délétion a la fois des plaques de Peyer et des ganglions mésentériques, la tolérance orale
ne peut étre induite mais peut étre restaurée par le développement sélectif des ganglions
mésentériques. De méme, la résection chirurgicale des MLN empéche I'induction de tolérance orale
(Worbs et al., 2006). Afin de déterminer le lieu exact de reconnaissance de I’antigéne et d’activation
des lymphocytes T, certains auteurs ont utilisé une molécule capable d’empécher la recirculation des
lymphocytes, le FTY720 (Worbs et al., 2006). Cette molécule immuno-modulatrice a été démontrée
comme interférant avec le récepteur de la sphingosine-1-phosphate essentiel a la migration des
lymphocytes des organes lymphoides aux canaux efférents lymphatiques (Matloubian et al., 2004).
L'utilisation de cette molécule a permis de mettre en évidence les ganglions mésentériques comme le
lieu initial de capture de I'antigéne et d’activation des lymphocytes T a l'origine de I'induction de la
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tolérance orale (Worbs et al., 2006). En conclusion, méme si le réle des plaques de Peyer a souvent été
débattu, le ganglion mésentérique semble bien étre le lieu privilégié d’induction de tolérance orale.

Figure 9: Le tissu lymphoide
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» Les étapes clés de la tolérance orale

Quatre étapes clés surviennent au cours de I'induction de tolérance orale. Premierement, le passage
de I’'antigéne au niveau de la muqueuse intestinale permet sa capture par des cellules dendritiques
particuliéres qui induiront dans un troisieme temps I'induction de lymphocytes T régulateurs au niveau
des ganglions mésentériques. Pour finir, ces lymphocytes T régulateurs vont quitter les ganglions
mésentériques et rejoindre la muqueuse intestinale ou ils vont assurer la mise en place d'un
environnement pro-tolérogéne qui prévient I’hypersensibilité au niveau de la muqueuse elle-méme.
Au vu de l'impact systémique de la tolérance orale, ces lymphocytes T régulateurs pourraient
également quitter le tissu intestinal et rejoindre la circulation lymphatique et sanguine afin d’une part
d’inhiber les réponses T effectrices et d’induire des réponses T régulatrices par un mécanisme dit de
tolérance infectieuse (Pabst and Mowat, 2012). Contrairement aux premiéeres étapes de I'induction de
tolérance orale (capture et présentation de I'antigéne et induction de lymphocytes T régulateurs),
cette derniere étape nécessite encore a ce jour une étude plus approfondie.
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- Le passage de la barriere intestinale

La premiére étape essentielle de I'induction de tolérance orale est le passage de |'antigéne a travers la
barriére intestinale. Apres I'administration par voie orale d’un antigene alimentaire, cet antigéne doit
passer de la lumiere intestinale a la muqueuse intestinale afin d’'y étre capturé pour induire de la
tolérance (voir Figure 10).

Il a tout d’abord été avancé I'importance des plaques de Peyer et plus particulierement des cellules M
dans la capture et le passage de l'antigéne de la lumiére intestinale au tissu lymphoide associé a
I'intestin. Cependant, comme énoncé précédemment, la tolérance orale peut avoir lieu de maniére
efficace en absence de plaques de Peyer, démontrant un role accessoire des cellules M dans I'induction
de tolérance orale a I'encontre des antigenes alimentaires. Il semble actuellement de plus en plus
évident que I'étape cruciale de I'induction de tolérance orale est la capture de I'antigéne par les cellules
dendritiques de la lamina propria soulignant les villosités intestinales (Pabst and Mowat, 2012). Malgré
le pH trés acide de I'estomac et les enzymes protéolytiques qui dégradent les nutriments au niveau du
tractus gastro-intestinal supérieur, certains antigénes alimentaires sont résistants a la dégradation et
les composés immunogéniques peuvent atteindre la lumiére intestinale. Par exemple, la B-
lactoglobuline est stable en milieu acide et résistante a la digestion par la pepsine. La gliadine, présente
dans le gluten, est également résistante a la digestion enzymatique au sein de la lumiére intestinale
grace a son haut taux de proline (20%) (Shan et al., 2002). Ainsi, lorsqu’un antigéne est administré par
voie orale, on peut observer cet antigene quelques minutes plus tard au niveau de I’épithélium digestif
et en utilisant un antigéne marqué, on peut le mettre en évidence au niveau des cellules dendritiques
CD11c+ de la lamina propria 30 a 60 minutes aprés I'administration de I'antigéne (Chirdo et al., 2005).
Il apparait donc important de comprendre comment ces cellules dendritiques ont pu avoir accés a
I"antigéne présent dans la lumiére intestinale malgré son réle majeur de barriére protectrice.

- Letransport direct via les entérocytes

Les molécules de petit poids moléculaire (moins de 600 Da) peuvent traverser directement la barriére
intestinale grace a un mécanisme de diffusion para-cellulaire au niveau des pores présents dans les
jonctions serrées entre les cellules épithéliales. Les molécules de plus haut poids moléculaire utilisent
un transport trans-cellulaire impliquant I'endo et I’'exocytose médiée ou non par des récepteurs
membranaires (Menard et al.,, 2010). Le transport trans-cellulaire a été mis en évidence dans les
années 70 chez le rat puis confirmée dans les années 80 dans d’autres modeles animaux puis chez
I'Homme grace a I'étude de la perméabilité intestinale d’'une enzyme particuliere la peroxydase de
raifort (horseradish peroxydase, HRP) (Heyman et al., 1982; Heyman et al., 1988; Warshaw et al.,
1971). Des études complémentaires ont mis en évidence qu’une trés faible quantité de protéines
alimentaires sont transcytosées directement (environ 10% des protéines arrivent dans leur forme
intacte). La plus grande partie des protéines sont dégradées et libérées au niveau du pole basal des
cellules épithéliales sous forme de grands peptides (40%) ou d’acides aminés (50%) (Heyman et al.,
1982). C'est ensuite a ce niveau-la que les protéines et les peptides vont étre captés pas les cellules
dendritiques puis dégradés en peptides immunogéniques afin d’étre présentés via le CMH.

- Letransport via les exosomes

Les exosomes sont de petites vésicules (environ 80nm de diamétre) décrits pour la premiére fois dans
les réticulocytes (Harding et al., 1984). Durant leur maturation, les réticulocytes perdent leur récepteur
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a la transferrine. Ce processus se déroule en deux étapes : premieérement le récepteur est intégré dans
de petites vésicules absorbées dans les endosomes puis les endosomes fusionnent a la surface
membranaire de la cellule pour libérer ces petites vésicules dans la lumiére extracellulaire. C'est au
moment de cette libération extracellulaire que ces vésicules sont appelées exosomes (Fevrier and
Raposo, 2004). Les exosomes ont ensuite été mis en évidence dans les lymphocytes B puis dans les
cellules dendritiques : les cellules présentatrices d’antigéne sont capables de dégrader des protéines
et de relacher des exosomes présentant a leur surface le peptide antigénique directement lié au CMH
Il (Raposo et al., 1996; Zitvogel et al., 1998). Dans ce contexte, les exosomes peuvent étre dirigés vers
le lysosome ou fusionner avec la membrane cellulaire afin d’étre relachés dans le compartiment
extracellulaire. Il a enfin été mis en évidence la capacité des cellules épithéliales intestinales a
également générer des exosomes (van Niel et al., 2001). De maniére comparable aux cellules
présentatrices d’antigene, les cellules épithéliales intestinales sont capables de relacher au niveau de
la lamina propria des exosomes porteurs du CMH Il et du peptide antigénique sous une forme tres
immunogénique. Des études in vitro ont mis en évidence que ces exosomes étaient capables
d’interagir de maniére trés efficace avec les cellules dendritiques et d’induire une activation des
lymphocytes T spécifique de I'antigéne a des doses 100 fois plus faibles que le peptide libre (Van Niel
et al., 2003). L'administration systémique in vivo d’exosomes induit quant a elle une réponse
immunitaire trés marquée. La capacité des exosomes a induire de la tolérance au niveau intestinal
dépendrait donc plus spécifiquement des cellules dendritiques qui captent ces vésicules au niveau de
la lamina propria et des facteurs épithéliaux conditionnant leur phénotype. Ainsi des études ont mis
en évidence la notion de tolérosomes générés au niveau de la muqueuse intestinale en réponse a des
antigenes donnés oralement et capables d’induire de la tolérance orale lorsqu’ils sont transmis a des
animaux naifs (Karlsson et al., 2001). Il reste encore aujourd’hui a démontrer le lien direct entre ces
tolérosomes et les cellules dendritiques spécialisées dans I'induction de tolérance orale.

- Letransport sous forme de complexes immuns

Les antigenes peuvent également accéder a la muqueuse intestinale grace a I'expression de récepteurs
aux immunoglobulines présents au niveau de la membrane apicale des entérocytes, sous forme de
complexes immuns. On distingue trois classes d’anticorps capables de se lier aux antigenes au niveau
intestinal : les IgA, les IgE et les IgG.

- Les IgA sont les anticorps les plus représentés au niveau de la muqueuse intestinale. Un
récepteur aux IgA est présent a la surface des entérocytes pour assurer la sortie des IgA vers
la lumiére intestinale afin d’assurer la protection de la muqueuse mais des cas de transport
inverse ont également été démontrés avec un réle plus ou moins bénéfique sur la muqueuse
intestinale notamment dans le cas d’une infection a Shigella flexneri ol le passage par ce
récepteur induit a la fois une protection et un maintien de I'intégrité épithéliale (Boullier et
al., 2009; Kadaoui and Corthesy, 2007). Méme si dans le cas des antigénes bactériens ce
passage de complexes immuns de la lumiere intestinale a la muqueuse semble étre bénéfique,
il devient délétere lorsqu’il s’agit d’'un antigene alimentaire. C'est notamment le cas dans la
maladie cceliaque dans laquelle le passage de la gliadine complexée aux IgA par le récepteur
aux IgA active de maniere anormale les lymphocytes T brisant ainsi la tolérance a cet antigéne
alimentaire normalement inoffensif (Matysiak-Budnik et al., 2008).

- Letransport des complexes immuns impliquant les IgE est surtout impliqué dans la génération
de I'allergie alimentaire via le récepteur CD23. Chez des rats immunisés a HRP, le transport
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trans-cellulaire de la protéine est plus rapide au niveau des cellules épithéliales intestinales
gue chez un rat naif et ce transport actif a été mis en évidence comme dépendant du récepteur
CD23 aux IgE (Berin et al., 1997; Yang et al., 2000). Ce passage sous forme de complexe immun
protege l'antigéne contre la dégradation par les lysosomes résultant en une plus grande
qguantité d’allergene présente au niveau de la muqueuse (Bevilacqua et al., 2004).

- La présence des IgG au niveau de la muqueuse intestinale est la deuxieme plus importante
apres les IgA. Le transport de ces anticorps se fait via un récepteur particulier le Fc récepteur
néonatal. Ce récepteur a été mis en évidence lors de I'allaitement chez les rats qui recevaient
de maniére passive I'immunité de leur mére via I'absorption intestinale des IgG présents dans
le lait maternel (Brambell, 1966; Jones and Waldmann, 1971). Le FcRn se retrouve uniquement
chez le nouveau-né chez les rongeurs mais est conservé a I’adge adulte chez I’'Homme (Israel et
al., 1997). Il semble essentiel pour le passage des complexes immuns IgG/antigéne au travers
de la barriere intestinale et pour la présentation de ces antigenes aux cellules dendritiques au
niveau de la lamina propria. Des souris transgéniques exprimant le FcCRn humain ont mis en
évidence un transport protégé de I'antigene via ce mécanisme et une présentation efficace via
les cellules dendritiques aux lymphocytes T CD4+. (Yoshida et al., 2004). La présentation des
complexes immuns IgG/antigéne par les cellules dendritiques a d’ailleurs été démontrée
comme inductrice d’'une immunosuppression (Caulfield and Shaffer, 1987). Enfin, chez le
nouveau-né souris, le passage de complexes immuns IgG antigene présents dans le lait
maternel par ce récepteur FcRn permet d’induire de la tolérance orale a I'encontre de cet
antigene via la génération de lymphocytes T régulateurs (Mosconi et al., 2010).

Ainsi, le passage de I'antigéne sous forme de complexe immun permet un passage actif et de maniere
non dégradée. Méme si dans le cas des IgA associés aux antigenes bactériens la tolérance orale au
microbiote est efficace, 'association des IgA est le plus souvent délétere quand il s’agit d’IgA associés
aux antigénes alimentaires ou d’IgE. Le passage sous forme de complexes immuns avec des IgG quant
a lui semble jouer un réle important dans I'immunité intestinale mais également dans I'induction de
tolérance orale notamment chez le nouveau-né.

- Lerble des cellules myéloides CX3CR1+

Une population de cellules myéloides présentes au niveau de la lamina propria et qui expriment le
CX3CR1 a également été mise en évidence comme une population importante dans I'induction de
tolérance orale. Ces cellules sont capables d’accéder a la lumiere intestinale via des expansions
cellulaires (dendrites) traversant la barriére intestinale et donc de capter directement les antigénes
(Niess et al., 2005) sans perturber I'intégrité intestinale. Cependant ces dendrites sont exprimées de
maniére trés variable en fonction des souches de souris et de la section d’intestin étudiée et semblent
dépendre de stimuli particuliers, remettant ainsi en cause I'importance de ce type de cellules (Chieppa
et al., 2006). Enfin, ces cellules CX3CR1+ ne semblent pas étre de bonnes cellules présentatrices
d’antigene pour I'induction de tolérance orale puisqu’elles sont incapables de migrer vers les ganglions
mésentériques, site majeur d’induction de tolérance orale, et d’'y activer des lymphocytes T naifs
(Schulz et al., 2009). Or, le r6le majeur du transport de I'antigéne vers les MLN et de la présentation
de I'antigéne par les cellules dendritiques a été mis en évidence dans I'induction de tolérance au niveau
intestinal (Worbs et al., 2006). Ces cellules CX3CR1+ sembleraient donc plutdt jouer un réle accessoire
de capture de I'antigene et de passage de cet antigene a des cellules dendritiques migratoires et
efficaces pour l'induction de réponses T régulatrices : les cellules dendritiques CD103+. Les cellules
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myéloides CX3CR1 jouent également un réle essentiel dans le maintien des lymphocytes T régulateurs
induits au niveau des MLN et qui rejoignent la lamina propria. Cette étape sera décrite plus en détails
plus bas.

Figure 10: Transport de I’antigéne via la barriére
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- La présentation de I'antigéne par les cellules dendritiques CD103+ au niveau des ganglions
mésentériques

Une des avancées principales de la compréhension des mécanismes impliqués dans la tolérance orale
a été l'identification d’une sous-population de cellules dendritiques intestinales exprimant a leur
surface le CD103 (aE intégrine) et sécrétant de I'acide rétinoique.

Le r6le important des cellules dendritiques a tout d’abord été suggérée par une étude démontrant que
I’expansion des cellules dendritiques in vivo permettait d’améliorer I'induction de tolérance orale. En
effet, I'administration d’un facteur de croissance de cellules dendritiques in vivo, le FIt3L, permet
d’induire une tolérance orale plus efficace et a des doses normalement inopérantes chez la souris
(Viney et al., 1998). Il fut ensuite démontré que les cellules dendritiques présentes au niveau des
ganglions mésentériques étaient capables de produire du TGF- aprés une administration d’OVA par
voie orale (Akbari et al., 2001). Cette sécrétion de TGF-B par les cellules dendritiques pourrait
contribuer a la création d’un milieu pro-tolérogene au niveau de la muqueuse intestinale (Weiner,
2001b). Enfin, le role essentiel des cellules dendritiques au niveau des ganglions mésentériques a été
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confirmé par une étude démontrant que la migration des cellules dendritiques de la muqueuse
intestinale aux MLN était une étape nécessaire a I'induction de la tolérance orale (Worbs et al., 2006).

Au niveau de l'intestin, la génération des lymphocytes T régulateurs, acteurs principaux de la tolérance
orale, nécessite la présence de TGF-B mais un cofacteur semble également étre essentiel a cette
induction : I'acide rétinoique. Il a tout d’abord été démontré que les cellules dendritiques, et plus
particulierement les cellules dendritiques CD103+, avaient besoin de cette molécule pour induire
I’expression a la surface des lymphocytes T et B de molécules de recrutement a la muqueuse intestinale
telles que a4B7 ou CCR9 (lwata et al., 2004; Johansson-Lindbom et al., 2005; Mora et al., 2006). L’acide
rétinoique, sécrété par les cellules dendritiques CD103+, a ensuite été mis en évidence comme
cofacteur essentiel du TGF-B dans la différenciation des lymphocytes T régulateurs au niveau de la
mugqueuse intestinale a la fois chez la souris (Benson et al., 2007; Coombes et al., 2007; Mucida et al.,
2007; Sun et al., 2007) et chez 'Homme (lliev et al., 2009b). La capacité des cellules dendritiques
CD103+ a sécréter de l'acide rétinoique est due a la présence sur ces cellules d’'une enzyme
particuliére, la RALDH (rétinaldéhyde déshydrogénase), qui permet la conversion des métabolites de
la vitamine A (rétinol et rétinal) en acide rétinoique (voir Figure 11). Des facteurs présents au niveau
de l'intestin sont également capables de contribuer a la production d’acide rétinoique par les cellules
dendritiques CD103+ tels que les ligands du TLR2 (Wang et al., 2011), le GMCSF ou I'IL-4 (Yokota et al.,
2009). En plus de leur capacité a générer de I'acide rétinoique, les cellules dendritiques CD103+ ont
également la capacité d’activer le TGF-B latent grace a leur expression de I'intégrine a5B8 (Travis et
al., 2007), ce qui semble également étre important pour leur capacité a générer des lymphocytes T
régulateurs (Paidassi et al., 2011). Enfin, les cellules dendritiques CD103+ expriment également
I'indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) qui joue un réle important dans la génération des lymphocytes T
régulateurs Foxp3 et I'induction de tolérance orale (Matteoli et al., 2010).

L’expression de la molécule CD103 en elle-méme semble également jouer un réle dans la capacité a
induire des réponses régulatrices (Annacker et al., 2005). Cependant, I'expression du CD103 n’est pas
obligatoirement liée a un phénotype pro-tolérogene puisque les cellules dendritiques CD103+ sont
immunogenes au niveau de la peau, de la muqueuse orale ou des poumons (Ballesteros-Tato et al.,
2010; Bedoui et al., 2009; Nudel et al., 2011). Au niveau de ces tissus, des cellules dendritiques CD103-
sont capables de sécréter de I'acide rétinoique et de générer des lymphocytes T régulateurs (Guilliams
et al., 2010). Ainsi, la molécule CD103 ne semble pas étre un marqueur « universel » des cellules
dendritiques sécrétrices d’acide rétinoique mais plutét un marqueur acquis au niveau du tissu
intestinal. En effet, I'incubation de cellules précurseurs de cellules dendritiques provenant de la moelle
osseuse avec des surnageants dérivés de cellules épithéliales intestinales suffit a induire I’expression
du CD103 et de la RALDH et la capacité a induire des lymphocytes T régulateurs (lliev et al., 20093; lliev
et al., 2009b). Parmi les facteurs sécrétés par les cellules épithéliales intestinales, le TGF-B et I'acide
rétinoique semblent étre les deux facteurs majeurs de la différenciation des cellules dendritiques
CD103+ (chez 'Homme, le TSLP joue également un réle). L’acide rétinoique joue donc également un
role dans la génération des cellules CD103+ RALDH+ au niveau de la muqueuse intestinale. Ainsi, les
cellules dendritiques isolées des intestins de souris nourries avec un régime déficient en rétinoides ont
des taux plus bas d’expression de la RALDH. Un apport en acide rétinoique va directement induire la
génération d’acide rétinoique par les cellules dendritiques intestinales (Molenaar et al., 2011). La
source majeure d’acide rétinoique au niveau de I'intestin est I'acide rétinoique converti au niveau des
cellules intestinales a partir des rétinoides provenant de I'alimentation mais également a partir de la
bile (Jaensson-Gyllenback et al., 2011). La coopération des cellules dendritiques avec les cellules
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stromales du ganglion mésentérique semble également étre un facteur non négligeable de I'activité

des cellules dendritiques CD103+ grace a leur expression de la RALDH, beaucoup plus élevée que dans
les cellules stromales des ganglions périphériques (Hammerschmidt et al., 2008; Molenaar et al.,

2009).
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Figure 11: La sécrétion d’acide rétinoique par les
cellules dendritiques CD103+ du ganglion
mésentérique

D’apres “How vitamin A metabolizing dendritic cells
are generated in the gut mucosa”, Agace et al, Trends
in immunology, 2012

(a) Le rétinol est apporté au niveau de I'intestin
gréle par 'alimentation ou la bile.

(b) Le rétinol est métabolisé en rétinal puis en
acide rétinoique au niveau des cellules
épithéliales intestinales. L'acide rétinoique va
entrainer I'expression de la RALDH
(rétinaldehyde déshydrogénase) sur les
cellules dendritiques CD103+ qui vont ensuite
migrer jusqu’aux ganglions mésentériques.

(c) Au niveau des ganglions mésentériques, les
cellules dendritiques CD103+ RALDH+ vont
métaboliser le rétinol en rétinal puis en acide
rétinoique induisant ainsi I'expression de
molécules de domiciliation vers I'intestin
(CCR9 ; a4p7) sur les lymphocytes T et la
génération de lymphocytes T régulateurs
Foxp3+ in situ.

La troisieme étape, apres la migration des cellules dendritiques CD103+ au niveau du MLN est la

génération de lymphocytes T régulateurs. L’administration d’antigéne par voie orale peut donner lieu
a deux types de réponses en fonction de la dose administrée (Friedman and Weiner, 1994) : une forte
dose d’antigéne induit une anergie et une délétion des lymphocytes T activés avec peu ou pas de
suppression active alors qu’une ou plusieurs administrations d’une faible dose d’antigene induit au
contraire des mécanismes de régulation active impliquant la présence de lymphocytes T particuliers

dits régulateurs capables de contréler I'action des lymphocytes T effecteurs et des cellules

présentatrices d’antigene. Méme si I'anergie sera étudiée plus en profondeur dans les années 90, c’est

le concept de régulation active qui sera privilégié dans la grande majorité des cas.

Dans les années 90, I'implication de la sécrétion de TGF-B par des lymphocytes T suppresseurs a été

mise en évidence dans plusieurs modeles de tolérance orale notamment dans I'encéphalomyélite

auto-immune ol I'administration par voie orale de protéine basique de myéline induit une suppression
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des réponses immunes soit via I'intervention de lymphocytes T CD8+ sécréteurs de TGF-B (Miller et al.,
1992) soit par celle de lymphocytes T CD4+ eux aussi sécréteurs de TGF-B (Chen et al., 1994). Le role
essentiel de la sécrétion de TGF- B dans I'induction de tolérance orale fut ensuite confirmé dans
d’autres modeles murins comme la colite (Neurath et al., 1996) ou I’administration orale préalable de
I"agent responsable de la colite prévient le développement de cette maladie ou encore dans un modele
d’induction de tolérance orale a I'encontre d’un antigéne considéré comme alimentaire (HEL :
lysozyme d’ceuf de poule) (Friedman and Weiner, 1994). Dans ces deux cas, une sécrétion accrue de
TGFB par les lymphocytes T CD4+ est observée et I'administration d’anti TGF-B annule les effets
suppressifs observés a la fois in vitro et in vivo. Ces lymphocytes T CD4+ sécrétant du TGF-B ont été
par la suite définis comme des lymphocytes T régulateurs de type Th3 (Weiner, 2001a). Cependant,
cette caractérisation intervenant historiquement avant la mise en évidence de Foxp3 pose la question
de la similarité entre les lymphocytes Th3 et les lymphocytes Treg Foxp3+. Les liens étroits existant
entre TGF-B et Foxp3 ainsi que les caractéristiques phénotypiques comparables entre Treg Foxp3+ et
Th3 remettent en question la différence entre ces deux types de cellules (Pabst and Mowat, 2012).
L’identification du marqueur LAP (latency-associated peptide), essentiel a I’'assemblage et la sécrétion
du TGF-B (Miyazono et al., 1991), sur des lymphocytes régulateurs Th3 non Foxp3, d’'une part au cours
de I'administration d’anti-CD3 par voie orale pour inhiber I’'encéphalomyélite auto-immune (Chen et
al., 2008) et d’autre part dans un modele de suppression d’inflammation allergique (Duan et al., 2011)
avance cependant des pistes sur la possible distinction entre lymphocytes T régulateurs Th3 et
lymphocytes T régulateurs Foxp3+.

Aprés la mise en évidence du TGF-B comme facteur essentiel de la tolérance orale, I'identification du
CD25 comme marqueur de lymphocyte T régulateur a permis de démontrer I'induction de lymphocytes
T régulateurs CD4+CD25+ par I'administration orale d’un antigéne. Ces lymphocytes T régulateurs ont
des propriétés régulatrices in vitro (diminution de la prolifération spécifique de I'antigene) et sont
également capables d’induire de la régulation in vivo lorsqu’ils sont transférés adoptivement (Zhang
et al., 2001). Enfin, aprés I'identification de Foxp3 comme facteur de transcription essentiel des Treg,
au niveau du tissu lymphoide associé a I'intestin, la génération de lymphocytes T régulateurs Foxp3+ a
également été démontrée dans des modeles d’induction de tolérance orale notamment dans un
modele de transfert adoptif de lymphocytes T CD4+ spécifiques de I'ovalbumine et suite a une
administration orale d’OVA (Nagatani et al., 2004). L'induction de Treg Foxp3+ a également été
démontrée dans les ganglions mésentériques dans le cas ou I'antigéne est couplé a la toxine cholérique
(Sun et al., 2006). Enfin, I'importance de I'induction des lymphocytes Treg Foxp3+ a été confirmée dans
un modele d’induction de tolérance orale a I'encontre d’OVA (Coombes et al., 2007; Mucida et al.,
2005). Dans ce cas, l'induction des lymphocytes T régulateurs Foxp3 en réponse a un antigéne
administré oralement dépend de la sous-population spécifique de cellules dendritiques CD103+
décrite précédemment. La génération de ces lymphocytes Treg Foxp3+ dépend également
majoritairement du TGF-B ainsi que de l'acide rétinoique, cofacteur amplifiant la génération de
lymphocytes T régulateurs Foxp3+ en présence de TGF-B notamment au niveau du tissu lymphoide
associé a l'intestin (Benson et al., 2007; Mucida et al., 2007; Sun et al., 2007)

Enfin, les Trl sécrétant de I'lL-10 ont également été mis en évidence comme potentiels acteurs de la
tolérance orale (Battaglia et al., 2004) notamment dans un modele de protection contre I'encéphalite
auto-immune expérimentale en association avec I'lL-4 (Rizzo et al., 1999) ou encore suite a
I'administration de petites doses de lacto-globuline induisant des lymphocytes T régulateurs
suppressifs sécrétant de I'IL-10 (Tsuji et al., 2001). Enfin I'administration conjointe d’IL-10 et d’antigéne
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par voie orale permet d’améliorer les réponses régulatrices induites a des doses d’antigénes
n’induisant normalement pas de tolérance orale a la fois dans un modele de protection contre
I’encéphalomyélite auto-immune et le diabéte auto-immun mettant ainsi en évidence le role probable
de I'lL-10 comme molécule régulatrice au cours de la tolérance orale (Slavin et al., 2001).

Les liens étroits existant entre TGF-B, lymphocytes Treg Foxp3 et IL-10 mettent en évidence que les
différentes populations de lymphocytes T régulateurs peuvent jouer des rdles similaires
indépendamment ou en synergie au cours de la tolérance orale (Maynard et al., 2012). Il parait évident
gue l'induction de la tolérance orale nécessite de nombreux acteurs au vu de son importance majeure
dans les régulations des réponses immunitaires a I'encontre des antigénes intestinaux tant au niveau
local de la muqueuse intestinale qu’au niveau systémique.

- Leretour des lymphocytes T régulateurs a la lamina propria

Suite a leur différenciation au niveau des ganglions mésentériques, les lymphocytes T régulateurs
Foxp3 qui expriment des molécules de domiciliation a la muqueuse intestinale vont retourner au
niveau de la lamina propria afin d’'y créer un environnement pro-tolérogene et protecteur. Ainsi,
I’expression de l'intégrine ad4p7 sur les lymphocytes T et de son ligand Madcam1 sur les cellules
épithéliales intestinales d’une part, et I'expression du CCR9 sur les lymphocytes T et de son ligand
CCL25 sur les cellules endothéliales d’autre part, sont essentielles a la relocalisation des lymphocytes
T régulateurs et sans cette étape, la tolérance orale ne peut pas étre mise en place méme si la
génération des lymphocytes T régulateurs n’est pas affectée. Cette derniére étape apparait donc
également comme une étape clé dans I'établissement de la tolérance orale (Hadis et al., 2011). Il
apparait également que ces lymphocytes T régulateurs subissent une deuxieme expansion suite a leur
arrivée dans la lamina propria. Pour cette étape, la présence de cellules présentatrices d’antigene et
d’un environnement cytokinique pro-tolérogéne est indispensable. Ainsi, deux études ont avancé
I'importance de la sécrétion d’IL-10 par des cellules myéloides dans I'induction et le maintien des
lymphocytes T régulateurs Foxp3 au niveau de la lamina propria (Denning et al., 2007; Murai et al.,
2009). Une étude plus récente a démontré que I'accumulation des lymphocytes T régulateurs au
niveau de la lamina propria était due a des macrophages intestinaux CX3CR1+. L’expression du CX3CR1
sur ces macrophages n’interféere pas sur la génération des lymphocytes T régulateurs Foxp3 ni sur leur
migration a la lamina propria mais est essentielle a la sécrétion d’IL-10 qui permet d’induire une
prolifération et un maintien des lymphocytes T régulateurs a la lamina propria. Ces macrophages
intestinaux sont donc nécessaires pour le maintien d’un environnement pro-tolérogéne essentiel a la
tolérance orale au niveau de la muqueuse intestinale.

Tous ces mécanismes mettent en évidence les facteurs clés de I'induction et du maintien de la
tolérance orale dans sa composante locale. Cependant, comme énoncé précédemment, le principe
fondamental de la tolérance orale est sa capacité a s’étendre de maniére systémique. Encore tres peu
d’études se sont intéressées a ce processus mais il semble que la dissémination des lymphocytes T
régulateurs dans la circulation lymphatique et sanguine soit la voie privilégiée afin d’expliquer ce
phénoméne.
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Figure 12: Modeéle de tolérance orale

D’apres: « Oral tolerance to food protein » Pabst and
Mowat, Mucosal immunology, 2012

La tolérance orale est initiée par la migration des
cellules dendritiques CD103+ de la lamina propria au
ganglion mésentérique (MLN, I). Dans le ganglion
mésentérique, |'acide rétinoique produit par les
cellules dendritiques et les cellules stromales va
induire I'expression de molécules de domiciliation a la
mugqueuse intestinale sur les lymphocytes T (CCR9 et
alphadbeta7) et induire leur différenciation en
lymphocytes T régulateurs FoxP3 grace au TGF-
présent dans le ganglion (). Ces lymphocytes T
régulateurs vont retourner a la lamina propria et
continuer a s’expandre grace a I'IL-10 produite par les
macrophages CX3CR1+ de la lamina propria créant
ainsi un milieu pro-tolérogene (IV). Dans une possible
derniere étape, les lymphocytes T régulateurs vont
rejoindre la circulation systémique afin d’étendre la
tolérance a tout I'organisme (V).

c) Les différents modeles expérimentaux de tolérance orale

Comme énoncé précédemment, la tolérance mise en place par voie orale au niveau de la muqueuse

intestinale s’étend de maniere systémique a tout I'organisme, mettant ainsi en avant une puissante

capacité préventive ou thérapeutique contre le rejet de greffe, I'auto-immunité et les maladies

inflammatoires chroniques. De plus, elle apparait également comme une alternative intéressante aux

traitement immunosuppresseurs mis en place au cours de ces pathologies at qui peuvent avoir des

effets secondaires indésirables majeurs (tels que les stéroides) (Mayer and Shao, 2004). Ainsi, un

certain nombre de modéles animaux de maladies humaines ont été efficacement mis en place afin

d’étudier les implications préventives ou thérapeutiques de la tolérance orale

- L’encéphalite auto-immune expérimentale : L'EAE est un modéle animal de maladie auto-

immune dirigée contre le systéme nerveux central et qui induit la dégradation de la myéline

des fibres nerveuses. Elle se rapproche de la sclérose en plaque chez I’'Homme. C’'est une

maladie aux symptémes neurologiques trés variés et qui peut altérer entre autres le

mouvement, la perception, la mémoire ou la parole. Le modele murin le plus classique d’EAE

consiste en I'injection de la protéine basique de myéline (MBP) dans de I'adjuvant complet de

Freund. Les premieres études de l'induction de tolérance orale pour protéger contre le
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développement de I'encéphalite auto-immune expérimentale ont eu lieu a la fin des années
80. Méme si deux protéines ont été utilisées pour induire de la tolérance orale dans des
modeles murins d’EAE, la MBP et la protéine proteo-lipide (PLP), c’est en général
I"administration de MBP qui reste la plus étudiée et la plus efficace. Ainsi, 'administration par
voie orale de la MBP permet d’inhiber les manifestations cliniques et histo-pathologiques de
la maladie. La suppression des symptomes est beaucoup plus efficace si I'administration de la
protéine par voie orale intervient de maniere préventive, avant I'induction de la maladie mais
I"administration orale d’'MBP peut également étre utilisée de maniere thérapeutique lorsque
la maladie a déja été induite (al-Sabbagh et al., 1994) . Les réponses cellulaires et humorales
spécifiques de I'antigene administré et de I'espéce de laquelle est issu I'antigéne sont
également diminuées par l'induction de tolérance orale a I'encontre d’MBP (Bitar and
Whitacre, 1988; Higgins and Weiner, 1988). Selon les doses administrées, I'inhibition de I'EAE
résulte en une anergie clonale des lymphocytes T (a forte dose) ou en une suppression active
cellulaire transférable via des lymphocytes T régulateurs (a faibles doses répétées) (Chen et
al., 1994; Whitacre et al., 1991). Dans le modeéle induisant des lymphocytes T régulateurs,
I"administration de MBP induit une diminution des cytokines pro-inflammatoires telles que le
TNF ou I'IFN-g et une sécrétion augmentée de TGF-beta au niveau du systéeme nerveux central
(Khoury et al., 1992). Les lymphocytes T CD4+ mais également les lymphocytes T CD8+ ont été
mis en évidence comme protecteurs dans ce modele (Chen et al., 1995).

L’'arthrite: La polyarthrite rhumatoide est une maladie auto-immune dirigée principalement
contre la membrane synoviale au niveau des articulations. Ses causes sont encore aujourd’hui
inconnues et elle résulte en des douleurs articulaires parfois insoutenables. Il existe différents
modeles animaux d’induction d’arthrite dont les plus connus sont: I'arthrite induite par
I'injection systémique de collagéne de type Il avec un adjuvant, par I'injection intra articulaire
d’adjuvant seul tel que le CFA (adjuvant complet de Freund) ou d’antigene tel que la BSA
(Bendele, 2001). Une des premiéres études démontrant la possibilité d’induire une protection
vial'induction de tolérance orale fut effectuée grace a I'administration par voie intra-gastrique
de collagéne de type Il dans le modeéle correspondant. L'induction de tolérance orale permet
de retarder I'apparition de la maladie et d’en inhiber les symptémes (Thompson and Staines,
1986) voire méme de totalement inhiber I'apparition de la maladie, selon les souches utilisées
(Nagler-Anderson et al., 1986). L’administration par voie orale du peptide immuno-dominant
du collagéne suffit a induire une protection contre la maladie en induisant une diminution de
la prolifération des lymphocytes T et de la production d’anticorps a la fois en prévention mais
également en thérapeutique, aprés I'immunisation (Khare et al., 1995). Par la suite,
I"administration de collagéne de type Il par voie orale a également été mise en évidence dans
les autres modeles d’arthrite. Par exemple, I'administration de collagene de type Il permet de
réduire I'incidence de I'arthrite induite par adjuvant seul. Cette suppression est transférable
suite au transfert adoptif de lymphocytes T et n’est induite qu’a faibles doses de protéine
administrée oralement démontrant le réle majeur des lymphocytes T régulateurs dans ce
modele de tolérance orale (Zhang et al., 1990). Le modele d’arthrite utilisant un antigéne
utilise un modele d’injection systémique de BSA et d’adjuvant suivie d’une injection intra
articulaire de BSA. Dans ce modele, I'administration par voie orale de collagene a faibles doses
induit également une diminution des symptémes de la maladie (Yoshino et al., 1995). La
encore, la protection est observée a faibles doses de collagene, démontrant toujours
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I'induction d’une protection active méme si I’anergie a également été évoquée dans ce dernier
modele (Inada et al., 1997). L’administration par voie orale de la BSA induit également de la
tolérance orale mais uniquement en prévention de la maladie (Yoshino, 1995). Enfin dans la
plupart de ces modeles, d’autres études mettent en avant le réle majeur de I'lL4 dans la
protection observée par I'administration par voie orale du collagéne dans le modéle d’arthrite
dépendant du collagéne (Yoshino, 1998) et de I'antigéne dans le modeéle d’arthrite dépendant
de I'antigene (Yoshino and Yoshino, 1998).

Le diabéte : Cette maladie auto-immune est due a une destruction des ilots beta du pancréas,
responsables de la sécrétion d’insuline, par des lymphocytes T. Elle résulte en une
hyperglycémie postprandiale suivie par des épisodes d’hypoglycémie majeurs entre les repas.
Chez la souris, le modele le plus courant pour étudier le diabéte auto-immun de type 1 est la
souris génétiquement modifiée NOD (non-obese diabétique). Ces souris développent
spontanément un diabéete (dans 60 a 80% des cas) di a une infiltration lymphocytaire
pancréatique. L'administration par voie orale d’insuline permet de retarder voire méme
d’inhiber I'apparition de la maladie chez les souris NOD sans modifier la glycémie sanguine.
Elle diminue également la sévérité de l'infiltration lymphocytaire des ilots pancréatiques. Cette
protection est transférable via le transfert adoptif des lymphocytes T démontrant une
protection cellulaire active (Zhang et al.,, 1991). L'administration orale d’insuline protege
également contre le développement du diabete dans un modéle de diabete induit par une
infection virale par un LCMV (chorioméningite lymphocytaire) modifié pour étre sous le
contrdle du promoteur de l'insuline (von Herrath et al., 1996). Dans les deux cas, la protection
est associée a une sécrétion de cytokines protectrices au niveau des ilots de Langerhans (IL4,
IL10 et TGF-beta). Le TGF-beta semble induire une modification des cellules présentatrices
d’antigene, les dirigeant vers une réponse de type Th2 (King et al., 1998). L'administration
uniquement de la chaine B de I'insuline, un peptide immuno-dominant de 30 acides aminés,
suffit a ralentir le développement du diabete et en inhibe méme son apparition chez les souris
NOD. Cet effet est associé a une diminution de I'IFN-g, une augmentation de I'lL4, I'IL10 et du
TGF-beta (Polanski et al., 1997). L’administration répétée de composés microbiens tels que le
LPS a des souris NOD permettent de désensibiliser les macrophages et les cellules
présentatrices d’antigenes et ainsi de biaiser la réponse Th1 initialement générée au niveau
du pancréas vers une réponse de type Th2. Ainsi I'administration orale d’insuline associée a
ces composés microbiens permet d’améliorer I'induction de tolérance orale a I'insuline et de
mieux prévenir le développement du diabéte (Bellmann et al., 1997).

L'allergie : voir le chapitre sur les allergies et I'immuno-thérapie par voie sublinguale

La maladie du greffon contre I'hGte est une maladie qui touche une multitude d’organes et se
développe suite a la transplantation de cellules souches hématopoietiques. La pathogénese
implique la reconnaissance d’antigenes alloréactifs, I’activation des lymphocytes T et d’autres
cellules immunocompétentes et la destruction des tissus (Ferrara and Deeg, 1991).
L'administration par voie orale de splénocytes provenant du donneur avant la transplantation
de moelle osseuse prévient le développement de la pathologie inflammatoire notamment au
niveau de la destruction des tissus (Nagler et al., 2000), sans altérer la prise de la greffe (Nagler
et al., 2003)
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d) Réle du microbiote intestinal

Parmi les facteurs pouvant influencer I'induction de tolérance orale, le microbiote intestinal est
aujourd’hui largement exploré. Comme énoncé précédemment, le tractus gastro-intestinal est
constamment exposé a un nombre et une variété considérables de bactéries commensales. Ces
bactéries constituent le microbiote intestinal. Le microbiote interagit avec le systeme immunitaire de
I’h6te induisant I'accumulation de diverses populations lymphocytaires au niveau de la muqueuse
intestinale en fonction des différentes populations bactériennes (Round and Mazmanian, 2009) (voir
Figure 13).

L'analyse du role des bactéries commensales sur les réponses immunitaires se base notamment sur
une notion bien établie, la théorie de I'hygieéne. Cette théorie indique qu’une diminution de
I’exposition aux agents infectieux via I'amélioration de I'hygiéne et |'utilisation d’antibiotiques, altére
les mécanismes de régulation immunitaire, entrainant une augmentation de I'auto-immunité et des
maladies allergiques (Bach, 2002). Par la suite, il fut avancé que des modifications de la composition
du microbiote intestinal pendant I’'enfance pouvaient étre une piste pour expliquer « I'épidémie »
récente de maladies allergiques (Noverr and Huffnagle, 2005; Penders et al., 2007). Des études ont
ensuite confirmé qu’une diversité dans les bactéries commensales pendant I'enfance permettait de
diminuer le risque atopique (Abrahamsson et al., 2012, 2014, Sjogren et al., 2009)

Des études chez la souris adulte ont également mis en évidence que la composition du microbiote
intestinal pouvait influencer de maniére importante les réponses immunitaires localement et de
maniere systémique. Selon les bactéries considérées et les conditions, cette influence peut étre a la
fois pro ou anti-inflammatoire. La maintenance de I’homéostasie intestinale et les réponses
inflammatoires résultant de son altération semblent étre corrélées avec les sous-types bactériens
composant le microbiote (Garrett et al., 2010). Par exemple, la bactérie segmentaire filamenteuse
induit une réponse Th17 au niveau de l'intestin, qui joue un réle dans la résistance de I’'h6te aux
pathogénes intestinaux et peut induire une auto-immunité systémique (Gaboriau-Routhiau et al.,
2009; lvanov et al., 2009).

Malgré des résultats contradictoires sur la capacité des souris « germ-free » a induire de la tolérance
orale en fonction de I'antigéne considéré (Prioult et al., 2003; Walton et al., 2006), I'impact de
différentes souches de bactéries sur le développement de la tolérance orale est totalement
envisageable. En effet, il semblerait que le nombre et la fonction des lymphocytes T régulateurs soient
directement influencés par les bactéries commensales.

- L’administration quotidienne a des souris de probiotiques avec des souches particuliéres de
bifidobacterium ou lactobacilles modifie le statut inflammatoire des souris grace a I'induction
de lymphocytes T régulateurs dans un modeéle de colite (Di Giacinto et al., 2005) ou de maladie
allergique (Karimi et al., 2009).

- Bacteroides fragilis, via son composé immuno-modulateur, le PSA (polysaccharide A), induit
également la génération de lymphocytes T régulateurs Foxp3+ au niveau du colon et chez une
souris « germ-free » mono colonisée, B. fragilis augmente la capacité suppressive des
lymphocytes T régulateurs et induit leur sécrétion de cytokines anti-inflammatoires telles que
I'IL-10 au niveau de la muqueuse intestinale. Le traitement au PSA permet de prévenir
I'induction de réponses inflammatoires au niveau de lintestin mais également de les
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supprimer comme, par exemple, dans un modele de colite expérimentale. Ceci démontre le
role important de cette bactérie dans le maintien de la tolérance muqueuse (Round and
Mazmanian, 2010).

Les clostridium peuvent également jouer un réle majeur dans I'induction des lymphocytes T
régulateurs Foxp3 au niveau de la muqueuse intestinale et plus particulierement au niveau du
colon grace a leur enrichissement du milieu en TGF-B a la fois chez la souris (Atarashi et al.,
2011) et chez 'homme (Atarashi et al., 2013). Au cours du développement post-natal, la
colonisation bactérienne progressive par les clostridium est directement associée a
I'ontogénie de la capacité a générer des lymphocytes T régulateurs (Atarashi et al., 2011).
Enfin, I'administration orale de ce type de bactéries permet de prévenir I'induction de colite
et d’allergie alimentaire (Atarashi et al., 2011).

D’autres études tendent a démontrer que les bactéries commensales associeraient leurs
fonctions métaboliques a leur impact sur la balance pro/anti-inflammatoire. Ainsi la
génération de métabolites telles que le butyrate ou le propionate par les bactéries du
microbiote intestinal joue un role essentiel sur la génération de lymphocytes T régulateurs

(Maslowski and Mackay, 2011).

Toutes ces études démontrent un lien tres clair entre sous-types bactériens et lymphocytes T

régulateurs, qui sont a l'origine du maintien de 'homéostasie intestinale et de la tolérance orale.

Cependant la plupart de ces études étudient I'induction de lymphocytes T régulateurs au niveau du

colon, il reste donc a démontrer comment ces lymphocytes T régulateurs présents dans le colon

peuvent participer a la tolérance orale contre les antigenes administrés par voie orale et qui pénétrent

I’organisme au niveau de la lumiére intestinale de la partie supérieure du tractus gastro-intestinal.
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2) Latolérance orale chez le nouveau-né

a) Un défaut d’induction de tolérance orale...

Alors que la tolérance orale est un mécanisme immunologique bien étudié chez I'adulte, trés peu
d’études ont examiné la tolérance orale chez le nouveau-né. Au vu de I'impact majeur sur les réponses
régulatrices développées au niveau du systéme immunitaire de la muqueuse intestinale par le contact
avec un antigene alimentaire et I'effet systémique de la tolérance ainsi développée, il apparait
pourtant essentiel de savoir si le méme processus se développe chez le nouveau-né. En effet, c’est
durant cette période cruciale que l'individu est exposé pour la premiére fois a de hauts taux
d’antigenes. Ainsi, c’est également durant cette période critique que le systeme immunitaire ale choix
de mettre en place une réponse immunitaire protectrice et régulatrice ou au contraire une réponse
inflammatoire souvent délétére.

Les études réalisées chez le nouveau-né ont en grande majorité mis en évidence un défaut dans le
développement de la tolérance orale. Les premiéres analyses ont été réalisées au début des années

80. La premiere d’entre elles s’est intéressée principalement a I'effet de I'administration orale d’un
antigene classique d’ovalbumine sur les réponses humorales a I'age adulte. Ainsi, cette étude a
démontré que I'administration d’ovalbumine en tout début de vie (avant le 2™ jour) induit une
réponse immunitaire humorale pro-inflammatoire lors de I'immunisation ultérieure a I’encontre de
I’OVA. Les premiers effets de la tolérance orale apparaissent a partir du 7™ jour et il faut attendre la
deuxieme semaine pour obtenir une réponse régulatrice équivalente a celle observée chez 'adulte
(Hanson, 1981). Cependant, I'induction de tolérance orale chez le nouveau-né semble étre dépendante
de I'antigéne considéré et de la dose administrée. Ainsi I'administration de faibles doses de y-globuline
humaine (0,01 a 1mg/g) induit de la tolérance dés les premiers jours de vie alors que des doses plus
faibles peuvent également induire un priming. L’absorption de cette protéine est cependant meilleure
chez le nouveau-né que I'ovalbumine, mettant en avant le réle probable de la barriére intestinale dans
I'induction de la tolérance orale chez le nouveau-né (Brambell, 1966). Une autre étude a confirmé
|’absence de tolérance orale en tout début de vie grace a une étude des réponses humorales et
cellulaires. En effet, 'administration d’'une dose d’ovalbumine connue pour induire de la tolérance
orale chez I'adulte donne lieu a une réponse inflammatoire a la fois humorale et cellulaire lorsqu’elle
est administrée en début de vie (Strobel and Ferguson, 1984). De plus, cette réponse est amplifiée
lorsque le nouveau-né a regu I'antigéne par voie placentaire. Cependant, en essayant de moduler ou
d’inverser I'activation induite en tout début de vie, les auteurs ont également mis en évidence qu’une
administration continue de I'antigéne a petites doses dés le premier jour permet d’induire de la
tolérance orale alors qu’une seule administration n’y parvient pas. La tolérance orale semble étre bien
établie seulement a partir du 10°™ jour de vie, ce qui corréle avec la mise en place d’une fonction
intestinale mature avec une perméabilité aux macromolécules limitée. En effet, la digestion des
macromolécules et les fragments qui passent la barriere intestinale peuvent étre a la fois
immunogenes ou pro-tolérogenes. Un défaut de digestion et d’absorption des molécules administrées
par voie orale pourraient expliquer le priming observé au cours de la premiere semaine de vie. Il
semblerait donc également y avoir une corrélation entre I'ontogénie du tractus gastro-intestinal et
I"acquisition de la tolérance orale. Une autre étude a ensuite confirmé ces résultats chez le rat dans un
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autre modele, I'’encéphalomyélite auto-immune. Ainsi, alors que I'administration par voie orale de
protéine basique de myéline induit de |a tolérance orale aprés la 4°™ semaine, la méme administration
chez le nouveau-né induit un priming des réponses immunitaires et une encéphalomyélite auto-
immune majeure (Miller et al.,, 1994). Ces auteurs ont également démontré qu’il était possible
d’induire de la tolérance systémique a I'encontre du méme antigéne, démontrant ainsi un défaut
spécifique de la tolérance par voie orale. Contrairement a cette étude, d’autres auteurs ont mis en
évidence que I'administration par voie orale d’insuline induisait une tolérance efficace et réduisait le
développement du diabéte de type 1 chez des souris NOD (Maron et al., 2001). Ceci démontre bien
I'impact majeur du type d’antigéne considéré pour lI'induction de tolérance orale. En conclusion,
contrairement aux études pionnieres avangant I'idée que le nouveau-né était programmé pour étre
tolérant (Billingham et al., 1953), il apparait que la tolérance orale suite a I'administration directe par
voie orale d’un antigene au nouveau-né n’est pas aussi simple a obtenir. Il s’avere que les antigéenes,
les doses ou la fréquence d’administration utilisées chez I'adulte et qui permettent de prévenir le

développement de maladies par I'induction de tolérance orale ne sont que rarement adaptées au

nouveau-né. Ceci réaffirme encore une fois les spécificités propres au nouveau-né.
Deux facteurs peuvent expliquer ce défaut d’induction de tolérance orale

- Le tube digestif du nouveau-né : il a clairement été établi qu’'une partie de la capacité
tolérogénique d’un antigéne dépendait de son passage par la muqueuse intestinale ou il était
modifié pour acquérir ses capacités pro-tolérogene (Bruce and Ferguson, 1986). En effet, la
dégradation de I'antigéne par les enzymes protéolytiques de l'intestin est essentielle pour qu'il
acquiere ses fonctionnalités pro-tolérogénes (Michael, 1989). Le fait que le pH gastrique du
nouveau-né soit plus bas et que la sécrétion d’enzymes protéolytiques soit également
modérée chez le nouveau-né (Agunod et al., 1969) pourrait expliquer en partie ce défaut de
tolérance orale. D’autre part, la muqueuse intestinale du nouveau-né est beaucoup plus
perméable aux macromolécules que celle de I'adulte. Méme si le réle de la perméabilité
intestinale n’a pas été clairement établi dans la tolérance orale, une perméabilité intestinale
élevée semble jouer un role dans le développement de I'allergie alimentaire (Forbes et al.,
2008). La perméabilité intestinale accrue du nouveau-né pourrait donc étre une piste
permettant d’expliquer son défaut de tolérance orale.

- Les cellules dendritiques : Bien que les MLN soient bien présents chez le nouveau-né, trés peu
d’études se sont consacrées a I’étude des cellules dendritiques dans cet organe, se focalisant
en grande majorité sur la rate. Cependant, certaines études ont démontré la présence de
cellules dendritiques dans cet organe, exprimant le CMH |l et capables de s’activer (Dakic et
al., 2004). Ces études ne se sont pourtant pas intéressées a la fonctionnalité des cellules
dendritiques mésentériques a capter et a présenter un antigene. Malgré les différentes études
phénotypiques des cellules dendritiques ayant eu lieu chez le nouveau-né, une seule étude
s’est intéressée a la proportion de cellules dendritiques CD103+ dans les MLN, démontrant un
défaut de ces cellules en début de vie (Lantier et al., 2013). La sécrétion d’acide rétinoique par
ces cellules n’a cependant jamais été étudiée. Or la présence de cette molécule est une étape
clé a I'induction de tolérance orale. La fonctionnalité des cellules dendritiques mésentériques,
et plus particulierement des cellules dendritiques CD103+ impliquées dans I'induction de
tolérance orale, sera étudiée dans ma these.
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b) ..compensé par l'allaitement maternel

L’administration directe d’un antigéne par le lait maternel ne semble pas étre un moyen efficace ni
physiologique d’induire de la tolérance orale chez le nouveau-né. Au vu de l'impact majeur de
I'allaitement sur les réponses immunitaires du nouveau-né, il est naturellement apparu qu’une
administration indirecte de I'antigene via le lait maternel pourrait permettre d’améliorer I'induction
de tolérance orale chez le nouveau-né. Une premiere étude a démontré que lorsqu’un antigéne est
injecté a la meére allaitante, cet antigéne augmente dans le sérum des nouveau-nés, démontrant ainsi
le passage de I'antigene via le lait maternel. Les auteurs ont ensuite démontré que des doses faibles
d’antigene permettent de tolériser les nouveau-nés dés la premiére semaine (Komatsu et al., 1988).
De méme, dans I'étude de Strobel (Strobel, 1996), I'administration de I'antigéne via I'allaitement
permet d’induire de la tolérance orale a partir du 7¢™ jour mais a des doses 1000 fois inférieures que
lorsque le nouveau-né regoit directement I'antigene. D’autres études ont ensuite confirmé la capacité
du lait maternel a faciliter I'induction de tolérance orale chez le nouveau-né et d’inhiber les réponses
immunitaires spécifiques de I'antigéne a I'dge adulte (Korotkova et al., 2004; Verhasselt et al., 2008).
La présence dans le lait maternel d’antigenes a I'origine de réponses immunitaires auto-immunes telles
que l'insuline pour le diabéte auto-immun (Tiittanen et al., 2006) ou la gliadine pour la maladie
cceliaque (Chirdo et al., 1998) ainsi que d’antigenes alimentaires a I'origine d’allergies tels que la
cacahuéte ou la B-lactoglobuline (Palmer and Makrides, 2006), confirme le réle non négligeable que
peut avoir le lait maternel dans I'administration de I’antigéne par voie orale au nouveau-né.
L'alimentation classiquement apportée au nouveau-né étant le lait maternel, il apparait ainsi plus
physiologique d’administrer un antigéne au nouveau-né par le biais du lait maternel que par une
administration directe afin d’induire de la tolérance orale. De plus, la présence de nombreux facteurs
immuno-modulateurs dans le lait maternel permettrait d’influencer I'induction de tolérance orale :

- Le TGF-B

Le TGF-B est une molécule essentielle pour la régulation des réponses immunitaires. Alors que la
mugqueuse intestinale néonatale est pauvre en TGF-B, le lait maternel lui en est tres riche, démontrant
ainsi I'impact important que peut avoir le lait maternel sur les réponses immunitaires au niveau de
I'intestin, notamment dans la tolérance orale (Penttila et al., 1998). Le role de cette molécule sur
I'induction de tolérance orale été mis en évidence suite a I'administration d’un lait sans TGF-B a la
place du lait maternel, chez le rat. Dans ce cas, les nouveau-nés développent une inflammation
intestinale (Penttila et al., 2003) et des réponses allergiques a I'encontre de la B-lactoglobuline
(Penttila, 2006). Dans un modele murin d’induction de tolérance orale a I’encontre de I'ovalbumine, la
présence de TGF-B est nécessaire dans le lait maternel pour que le nouveau-né développe de la
tolérance orale et soit protégé contre le développement d’allergie (Verhasselt et al., 2008). Chez
I'Homme, le role du TGF-B du lait maternel a également été avancé comme une molécule essentielle
dans la prévention des maladies allergiques (Oddy and Rosales, 2010).

- Les anticorps maternels (voir Figure 14)

Les IgA sont les anticorps présents en plus grande quantité dans le lait maternel notamment afin de
compenser le manque d’IgA du nouveau-né. Méme si leur role sur la protection contre les infections
respiratoires et digestives a été bien démontré (Brandtzaeg, 2003), leur réle ne semble pas essentiel
dans l'induction de tolérance orale, ni chez I'adulte ol la déficience en IgA n’impacte pas le
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développement de tolérance orale (Karlsson et al., 2010), ni chez le nouveau-né (Mosconi et al., 2010).
Les antigénes présents dans le lait maternel peuvent également étre retrouvés associés en complexes
immuns avec des IgG maternelles (Van de Perre, 2003). Dans un modéle murin, le passage de ces
complexes immuns IgG/antigéne du lait maternel au nouveau-né, a été mis en évidence comme
inducteur de tolérance orale chez le nouveau-né. Cette protection, obtenue chez les méres
sensibilisées, dure plus longtemps et est plus importante que lorsque I'antigéne passe seul, non
complexé avec un anticorps (Mosconi et al., 2010). Cette protection plus forte repose au moins en
partie sur le transfert plus efficace de ces complexes immuns a travers la barriere intestinale du
nouveau-né via le récepteur Fc néonatal (FcRn) (Qiao et al.,, 2007). De plus la glycosylation des
anticorps pourraient également jouer un réle sur la composante tolérogénique de ces complexes
immuns (Nimmerjahn and Ravetch, 2008).
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Figure 14: Impact du passage des anticorps du lait maternel sur le développement des réponses immunitaires
du nouveau-né

D’apres “Mucosal antibodies in the regulation of tolerance and allergy to foods”, Berin, Seminars in
immunopathology, 2012

Les IgA sécrétés au niveau de la barriére intestinale peuvent se lier aux antigenes et neutraliser leur interaction
avec les cellules immunitaires de la muqueuse intestinale participant ainsi de maniére indirecte a la tolérance
orale. Le passage des IgG via le FcRn contribue de maniére importante a I'induction de la tolérance orale, grace a
I'induction de lymphocytes T régulateurs. Au contraire, le passage des IgE via le CD23 augmentent la réactivité
aux antigenes présents dans le lait maternel, amplifiant ainsi les symptémes allergiques.
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- Autres facteurs

La présence d’autres cytokines telles que I'IL-10, le TNF-a, I'IFN-y ou I'lL-4, I'IL-5 ou I'lL-13 dans des
niveaux variables selon les laits maternels considérés pourraient également avoir un impact sur la
composante plus ou moins pro-tolérogenique des laits (Garofalo, 2010). La présence dans le lait
maternel de facteurs de croissance et de réparation tels que I'EGF vont permettre de stimuler la
maturation intestinale et I'intégrité de la barriere intestinale, ce qui va directement affecter le transfert
de I'antigéne a travers la barriere intestinale et donc I'induction de tolérance orale (Cummins and
Thompson, 2002). Le ratio des acides gras n-6 et n-3 dans I'alimentation maternelle au cours de
I'allaitement a été mis en évidence comme un facteur influengant le développement de la tolérance
orale chez le rat (Korotkova et al., 2004). Enfin, I'administration de probiotiques au cours de
I'allaitement semble également protéger les nouveau-nés contre le développement d’allergies
(Rautava et al., 2002). Cependant, méme si ces résultats restent controversés, une plus grande
diversité du microbiote semble, elle directement corrélée a une prévention des maladies allergiques
(Bjorksten, 2004).

En conclusion, il apparait difficile d’induire de la tolérance orale chez le nouveau-né mais le lait
maternel, en tant que nourriture physiologique du nouveau-né permet d’apporter de nombreux
antigénes dans des conditions pro-tolérogénes grace a 'apport de nombreuses molécules immuno-
modulatrices. Les variations de composition des différents laits maternels permettent d’expliquer les
effets protecteurs variables de I’allaitement.
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m Maladies allergiques et tolerance orale

1) Mécanisme de l'allergie

L'allergie résulte d’interactions complexes entre des prédispositions génétiques (terrain atopique) et
des facteurs environnementaux. Il a été estimé qu’une douzaine de geénes polymorphiques régulaient
le développement de I'allergie en controlant les différents aspects de la réponse inflammatoire.
Cependant, leur lien avec l'allergie est encore trop faible pour qu’ils soient utilisés comme facteurs
prédictifs. 1) Chez un individu prédisposé génétiquement, la premiere exposition a un allergene induit
la différenciation des lymphocytes T en Th2 qui sécrétent de I'lL-4 et de I'IL-13. Les lymphocytes B se
différencient en plasmocytes sécréteurs d’IgE et proliferent. Les IgE a la surface des lymphocytes B et
les autres cellules présentatrices d’antigéne, telles que les cellules dendritiques facilitent la
présentation de I'antigene. Le FcyRI (de haute affinité pour les IgE), présent a la surface des mastocytes
et des basophiles va fixer les IgE sécrétés. A ce stade, I'individu est sensibilisé mais asymptomatique.
Les expositions ultérieures a I'allergéne vont induire la réaction allergique. 2) Les IgE capturent
I'allergene et induisent la dégranulation des mastocytes, libérant ainsi divers médiateurs pro-
inflammatoires tels que I’histamine, la prostaglandine ou des leucotriénes dans la circulation sanguine,
ainsi que des chémokines et des cytokines pro-inflammatoire. Cette phase est symptomatique et induit
différents symptémes comme la rhinite et I'asthme pour les allergies respiratoires et la diarrhée ou les
vomissements pour les allergies digestives. Dans les cas les plus graves, I’exposition a un allergéne peut
donner lieu a un choc anaphylactique, induisant une perméabilité accrue des capillaires sanguins, une
chute de la pression artérielle et du débit cardiaque pouvant engager le pronostic vital (Larche et al.,
2006).3) Linflammation allergique, la derniére phase de I'allergie, consiste en la migration aux sites
de I'exposition a l'allergéne, des lymphocytes T spécifiques de I'allergene qui sont réactivés et
proliférent localement. Ainsi dans |'allergie respiratoire, des lymphocytes Th2, sécrétant de I'lL-4, de
I'IL-5 et de I'lL-13 sont retrouvés au niveau du poumon. Des cellules dendritiques pro-inflammatoires
présentes elles aussi au niveau du site d’induction de l'allergie jouent un réle majeur dans la
réactivation des lymphocytes T et le maintien d’'une inflammation locale. (Lambrecht and Hammad,
2003). Une sécrétion d’IgE locale est également observée dans les allergies respiratoires mais pas dans
les allergies cutanées. Enfin une éosinophilie pulmonaire est également mise en place au cours de
I'allergie respiratoire, les éosinophiles étant les cellules pro-inflammatoires les plus présentes
notamment au niveau des poumons des individus asthmatiques. (Voir Figure 15).
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Figure 15: Mécanismes immunologiques de I’allergie

D’aprés “Immunological mechanisms of allergen-specific immunotherapy”, Larche et al., Nature reviews

immunology, 2006
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2) Les maladies allergiques

L’OMS classe les maladies allergiques au 4™ rang des affections chroniques mondiales et considére
ces maladies comme un enjeu majeur de santé publique. L'allergie se déclare dans la plupart des cas
chez I'enfant et le jeune adulte mais toutes les tranches d’age sont concernées, avec des variations
selon I'age et les pays. La prévalence des maladies allergiques a considérablement augmenté au cours
des 20-30 dernieres années et on estime a 20-30% de la population mondiale la prévalence cumulée
des maladies allergiques (rhinite, asthme, dermatite atopique, allergie alimentaire) (Eder et al., 2006).
De nombreux facteurs environnementaux peuvent expliquer I'augmentation de cette prévalence
comme le changement d’alimentation (Devereux, 2006), la pollution (Brauer et al., 2007) ou la
consommation de tabac (Polosa et al.,, 2008). On peut décrire trois manifestations cliniques de
I'allergie : I'allergie alimentaire, I'allergie respiratoire et la dermatite atopique.

a) Les allergies alimentaires

L'allergie alimentaire est une réponse inappropriée a un antigene consommé par voie orale. Les
symptoémes cliniques de I'allergie alimentaire vont de la géne passagére locale a des réactions graves
ou entrainant le pronostic vital qui nécessitent des soins médicaux immédiats (Sicherer, 2002). Les
symptomes sont souvent cutanés (30 a 40% des dermatites atopiques sont la conséquence d’une
allergie alimentaire), ou gastro-intestinaux avec I'apparition de diarrhées allergiques ou au contraire
de constipation, mais peuvent aussi induire des cedeémes au niveau de la cavité buccale ou des voies
aériennes jusqu’a un choc anaphylactique , notamment dans le cas de I'allergie a la cacahuéte (Burks,
2008). La prévalence des allergies alimentaires est d’environ 1 a 3% chez I'adulte et de 4 a 6% chez
I’enfant. Plus de 70 aliments peuvent étre a I'origine de réactions allergiques mais parmi les cas les
plus courants, on peut citer : les ceufs, le lait de vache, les cacahuétes, les crustacés ou le gluten. La
seule fagon qu’ont les sujets allergiques de faire face a ces allergies est d’éviter la consommation des
substances allergenes, ce qui, selon les aliments, peut s’avérer tres compliqué au quotidien. En effet,
une toute petite quantité d’un de ces aliments peut entrainer une réaction tres grave voire mortelle.
L’allergie alimentaire apparait trés fréquemment au cours de la premiére année de vie et est souvent
transitoire. Par exemple, 'allergie au lait de vache apparait des les premiers mois de vie et disparait
spontanément dans 85% des cas au cours des trois premiéres années (Host, 2002). Il faut distinguer
les allergies alimentaires dépendantes des IgE qui provoquent [|'apparition de symptomes
généralement quelques minutes a une heure apreés I'ingestion de I'allergéne et qui peuvent perdurer
jusqu’a plusieurs jours, et les allergies alimentaires qui ne sont pas dues aux IgE. On parle plutot dans
ce cas d’intolérance alimentaire ou d’hypersensibilité alimentaire non allergique. L'exemple le plus
connu étant la maladie cceliaque ou intolérance au gluten (Di Sabatino and Corazza, 2009). Chez les
individus allergiques, la tolérance orale a I’encontre de I'allergéne d’intérét ne s’est pas établie ou est
rompue. La compréhension croissante des mécanismes a 'origine de la tolérance orale suggére ce
processus comme une possible voie de thérapie.
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b) Les allergies respiratoires

Au niveau des allergies respiratoires, les deux manifestations les plus courantes sont la rhinite
allergique et I'asthme allergique. La rhinite allergique est la manifestation la plus courante et constante
de I'allergie respiratoire (Greiner et al., 2011). La fréquence de celle-ci a été multipliée par quatre au
cours des trois derniéres décennies et elle touche actuellement 500 millions de personnes dans le
monde. Bien que bénigne, cette affection pose un vrai probléme de santé publique du fait de sa
fréquence et de son impact important sur la qualité de vie. La rhinite se caractérise par la survenue
réguliere en dehors d’épisodes de rhume ou de grippe, d’éternuements, d’écoulement et
d’obstruction nasaux et de signes conjonctivaux d’intensité variable : rougeur de I'ceil, larmoiement...
Elle intervient généralement trés rapidement apres le contact avec I'allergene impliqué (par ordre
d’importance : acariens, pollen, chat). L'asthme allergique est une maladie immunitaire chronique
dont les premiéeres manifestations surviennent le plus souvent chez I'enfant (Martinez and Vercelli,
2013). Elle se caractérise par une inflammation des voies aériennes et une hyperréactivité bronchique
qui est responsable de divers phénomeénes au niveau des voies respiratoires (cedéme, contraction des
muscles bronchiques, sécrétion de mucus) et qui provoquent une obstruction bronchique. Les crises
entrainées par |'allergéne sont des épisodes de géne respiratoire (dyspnée) ou de respiration sifflante
dus au rétrécissement des bronches. Dans certains cas, la toux peut étre le seul symptome. Entre les
crises, la respiration est en principe normale et leur apparition est extrémement variable méme au
sein d’un méme individu. L’asthme allergique est la maladie chronique la plus commune parmi les
enfants et touche aussi des millions d’adultes (WAO, 2006). Cette affection tend a se déclarer sur un
mode épidémique et sa prévalence semble augmenter continuellement de 50% par décennie depuis
ces 50 dernieres années (Eder et al., 2006). L’asthme n’est pas un probléme de santé publique limité
aux pays développés puisqu’il est présent dans la plupart des pays en voie de développement et 80%
des déces dus a I'asthme ont été enregistrés dans ces pays-la. La mortalité due a I'asthme n’est pas
comparable a I'impact que cette maladie a sur la vie quotidienne des personnes atteintes. Le poids
humain ainsi que le poids économique de cette maladie est lourd puisque I’'OMS estime que les co(ts
associés a I'asthme au niveau mondial dépassent ceux associés a la tuberculose et au SIDA réunis.

c) La dermatite atopique

La dermatite atopique, ou eczéma, est une maladie allergique de la peau souvent associée a d’autres
réactions allergiques comme la rhinite ou I'asthme. Il s’agit d’'une inflammation chronique de la peau
qui perturbe la fonction de barriere de I'épiderme et résulte d’'une sensibilisation a des allergénes
alimentaires ou environnementaux (Leung and Bieber, 2003). Les manifestations cliniques de la
dermatite atopique varient en fonction de I'adge et on peut identifier trois étapes : dans la petite
enfance, les premiéres lésions eczémateuses apparaissent généralement sur les joues et le cuir
chevelu. En les grattant, I'individu fait apparaitre des érosions au niveau des lésions. Durant I'enfance,
les lésions s’étendent a la nuque et aux membres. A I'adolescence et a I’age adulte, on observe une
hyperplasie de la couche superficielle de I'épiderme au niveau des lésions et les démangeaisons
deviennent intolérables et ont un impact majeur sur la qualité de vie de I'individu. La prévalence de
cette maladie a doublé, voire méme triplé, au cours de ces trois dernieres décennies : 15 a 30% des
enfants et 2 a 10% des adultes sont atteints de dermatite atopique. Elle se déclare dans la majorité des
cas dans la petite enfance (85% des cas sont déclarés avant I’age de 5 ans) et on observe fréquemment
un rétablissement spontané au moment de I'adolescence (70% des cas).
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3) Les traitements

a) Les traitements symptomatiques

Le premier traitement de 'allergie est I’éviction de I'allergéne : en évitant tout contact avec I'allergéne,
on évite le déclenchement des symptomes. Il est cependant tres difficile au quotidien d’éviter
I’exposition aux acariens ou aux pollens qui sont les deux allergeénes majeurs de I'environnement. |l
faut d’une part adapter les lieux de vie et traiter les objets propices au développement des acariens
(chaleur, humidité, nourriture...) et d’autre part, éviter de sortir pendant les périodes de pollinisation.
Il semble donc essentiel qu’il existe des traitements efficaces des symptomes allergiques.

Les traitements symptomatiques sont prescrits par un médecin traitant et ont pour objectif de
diminuer l'intensité des symptdmes et de combattre I'inflammation causée par I'allergie. Tous ces
médicaments ont une utilisation aujourd’hui maitrisée et codifiée (WAQ, 2006). Toutefois, en dépit de
leur efficacité reconnue, ces traitements n’ont aucune action sur la cause de I'allergie. Les principales
classes pharmacologiques utilisées dans I'allergie sont :

- les antihistaminiques qui réduisent ou empéchent les effets de I’"histamine en agissant sur ses
récepteurs, les anti-leucotriénes et les anti-dégranulants mastocytaires,

- les corticoides inhalés qui ont un effet anti-inflammatoire local et les corticoides administrés
par voie systémique qui ont des effets secondaires non négligeables lorsqu’ils sont pris a long
terme,

- les médicaments bronchodilatateurs ou B-mimétiques a action bréve et rapide sont prescrits
pour soulager une crise d'asthme ou des épisodes de toux, équivalents mineurs de I'asthme.
lls agissent contre le rétrécissement des bronches et leurs permettent de se dilater. lls
entrainent fréquemment une tachycardie. D’autres bronchodilatateurs peuvent étre utilisés
mais sont de moins en moins prescrits : les anticholinergiques et les théophyllines.

- Les biothérapies qui consistent en I'administration d’anticorps neutralisants des IgE, de I'IL-5
ou de I'lL-4.

b) L’induction de tolérance : 'immunothérapie

La seule thérapie curative est 'immunothérapie spécifique de I'allergéne (Bousquet et al., 1998). Elle
consiste en une faible administration répétée et croissante de l'allergéne d’intérét par voie sous-
cutanée ou orale. Ces derniéres années, I'immunothérapie par voie sublinguale est la voie privilégiée
de thérapie des allergies grace a la tolérance orale qu’elle permet d’induire, sa sécurité et sa simplicité
d’administration. Dans ce cas, I'administration croissante de I'antigéne par voie orale induit la capture
de cet antigene par des cellules dendritiques pro-tolérogénes au niveau de la muqueuse orale et
digestive sécrétant de I'lL-10 et induisant la génération de lymphocytes T régulateurs localement et de
maniére systémique (Mascarell et al., 2008). Ce traitement a été mis en évidence comme efficace dans
le traitement des maladies allergiques respiratoires a 'encontre des allergenes d’acariens, de pollens
et de chat. Ainsi plus d’'une centaine d’études cliniques ont été mises en place dés la fin des années 90
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et au cours des années 2000, utilisant I'administration par voie orale d’extraits d’acariens, de pollens
de bouleau, d’ambroisie, d’herbe ou d’allergenes de chat. Dans tous les cas, le traitement donne des
effets positifs plus ou moins importants sur les allergies respiratoires (Malling, 2002). Il a également
été mis en évidence comme un possible moyen thérapeutique contre I'allergie alimentaire. Cependant,
méme si dans ce cas le seuil de réactivité induite par I'allergéne est diminuée, la balance risque
bénéfice est encore déséquilibrée, nécessitant une amélioration de I'induction de tolérance orale via
ce processus ou |'utilisation de traitements alternatifs tels que I’'administration d’anti-IgE (Burks et al.,
2008).

Ce type de traitement semble donc étre plus ou moins efficace selon les allergenes, le type d’allergies
et les individus et il apparait qu’il doit étre suivi de maniéere continue, sous risque de voir réapparaitre
les symptdémes en cas d’arrét du traitement (Marogna et al., 2007). La prévention semble donc étre
une voie préférable a la thérapie en soi.

4) La prévention des allergies par 'induction de tolérance orale

L'apparition de l'allergie se déroule trés tot au cours de la vie, dés les premiers contacts avec
I'allergene. Au vu de I'impact majeur de I'allergie sur la vie quotidienne des enfants et du manque de
traitements curatifs, il apparait donc essentiel d’agir avant la mise en place de cette allergie et donc
d’induire de la tolérance orale tres tot au cours de la vie afin d’éviter les réponses immunitaires
indésirables lors du premier contact avec l'antigene. C'est dans ce contexte que l'induction de
tolérance orale par l'allaitement apparait comme un processus prometteur dans la prévention des
maladies allergiques. Comme indiqué précédemment, le lait maternel joue un role majeur sur le
développement de la tolérance orale chez le nouveau-né. De plus, la plupart des antigénes
alimentaires consommeés par la mére se retrouvent dans le lait maternel (Palmer and Makrides, 2006).
D’autres études ont également démontré la présence d’antigénes respiratoires dans le lait maternel
(Macchiaverni et al., 2014). De nombreuses études épidémiologiques ont étudié I'impact du lait
maternel sur le développement des maladies allergiques avec des résultats contradictoires. Une méta-
analyse d’études prospectives (Gdalevich et al.,, 2001) et une revue multidisciplinaire d’études
réalisées entre 1966 et 2000 (van Odijk et al., 2003) ont mis en évidence une protection contre le
développement d’allergies par le lait maternel et une protection encore plus efficace dans les groupes
d’enfants ayant des antécédents familiaux d’allergie. Une étude publiée récemment a confirmé ces
résultats notamment dans I'asthme allergique (Dogaru et al., 2014). D’autres études ont également
démontré un effet positif de I'allaitement sur le développement d’allergies mais sans effet du statut
allergique de la mere (Kull et al., 2004; Scholtens et al., 2009). Enfin, d’autre études ont démontré que
I'allaitement maternel n’avait pas d’effet protecteur sur le développement d’allergie (Kramer et al.,
2007) et pouvait méme augmenter le risque de développer une maladie allergique dans le cas
d’antécédents familiaux (Sears et al., 2002). Il est important de noter que dans ces études, I'exposition
a l'allergéne de la mére au cours de I'allaitement n’est jamais prise en compte.

Chez la souris, des études ont démontré qu’il était possible de protéger le nouveau-né contre le
développement d’allergie via le lait maternel a condition que la meére soit exposée a I'allergéne au
cours de l'allaitement et gu’il se retrouve dans le lait maternel afin de permettre I'induction de
tolérance orale. Cependant, la présence seule de cet antigene ne suffit pas, et I'effet protecteur du lait
maternel nécessite la présence de molécules immuno-modulatrices telles que le TGF-B (Verhasselt et
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al., 2008), des IgG maternels complexés a cet antigéne (Mosconi et al., 2010) ou encore des acides gras
n-6 et n-3 (Korotkova et al., 2004). Les caractéristiques intrinseques de |'allergéne semblent également
jouer un réle essentiel puisque tous les allergénes n’induisent pas de tolérance orale lorsqu’ils sont
transférés au nouveau-né : par exemple, I'antigene d’acarien induit une sensibilisation exacerbée du
nouveau-né lorsqu’il est transmis au cours de I'allaitement (Macchiaverni et al., 2014).

Les variations de composition des laits maternels peuvent expliquer les différences observées dans les
études sur I'effet du lait maternel sur le développement des réponses allergiques chez le nouveau-né.
Parmi les autres facteurs pouvant modifier la composition du lait maternel et avoir un impact sur le
développement de la tolérance orale chez le nouveau-né, I'alimentation de la mére semble jouer un
role important (Menezes et al., 2003).
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[V) La vitamine A
1) Généralités

La vitamine A est une vitamine liposoluble anti-oxydante essentielle a la croissance et au
développement. Elle existe dans I'organisme sous différentes formes : le rétinol, le rétinal, I'acide
rétinoique et le rétinyl phosphate regroupés sous le nom de rétinoides. Ces rétinoides sont importants
pour le maintien de divers procédés physiologiques essentiels tels que la croissance, la vision, la
reproduction, 'immunité et le maintien de l'intégrité des barrieres épithéliales. Pour pouvoir survivre,
I’organisme doit acquérir les rétinoides de I'alimentation afin de maintenir ces différents mécanismes,
car il ne dispose pas de rétinoides endogenes. lls sont obtenus a partir de deux sources majeures : sous
forme de rétinyl esters dans les sources animales (foie, ceufs, huile de poisson...) ou sous forme de
caroténes provitamine A, précurseurs du rétinol, dans les sources végétales (carottes, brocolis...)
(Goodman, 1984). Pour information, 1 Ul de vitamine A= 0,3ug de rétinol ou rétinol équivalent (RE) ou
encore 100g de carottes = 16700 Ul = 5mg de rétinol. La carence en vitamine A est un des plus sérieux
et plus étendus désordres nutritionnels notamment chez les enfants des pays en voie de
développement dans lesquels elle touche environ 250 millions d’enfants et 7 millions de femmes en
age de se reproduire (West, 2002) et données de ’'OMS). Bien gqu’il y ait la mise en place de différents
programmes visant a controler cette carence mondiale ces dernieres années (Thorne-Lyman and
Fawzi, 2011), la carence en vitamine A reste la cause sous-jacente d’environ 650 000 morts infantiles
dues aux diarrhées infectieuses, a la rougeole ou encore a la malaria. Une autre étude a également
démontré la présence de cette carence en vitamine A dans les populations socio-économiques faibles
des pays développés, mettant ainsi en évidence la carence en vitamine A comme un véritable
probleme de santé publique (Duitsman, 1995) Afin de mieux comprendre I'impact majeur de la
vitamine A sur la santé, je vais dans un premier temps décrire son métabolisme pour ensuite mettre
en avant son effet sur la physiologie pour finalement me concentrer sur ses effets sur les réponses
immunitaires.

2) Le métabolisme de la vitamine A

Au vu de leur importance sur un grand nombre de processus physiologiques et de leur unique source
alimentaire, de nombreuses études se sont intéressées au métabolisme des rétinoides afin de
déterminer (1) I'absorption intestinale et le métabolisme des rétinoides au niveau de la muqueuse
intestinale (2) I'assimilation, le traitement et le stockage des rétinoides au niveau du foie ou 70% des
rétinoides de I'organisme sont stockés, (3) le métabolisme des rétinoides dans un grand nombre de
tissus extra-hépatiques ol I|’assimilation des rétinoides est une composante essentielle de la
physiologie ou de l'intégrité du tissu et (4) la génération d’acide rétinoique dans certains tissus
particuliers (voir Figure 16) (D'Ambrosio et al., 2011).
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a) L’absorption intestinale et le transport

L'absorption des rétinoides au niveau de l'intestin se fait majoritairement au niveau de la portion
proximale de I'intestin gréle et implique des événements métaboliques se déroulant a la fois au niveau
de la lumiére intestinale mais également au niveau des entérocytes. Au niveau de la lumiere
intestinale, les processus essentiels sont d’une part, la libération des rétinoides et des caroténoides de
I"alimentation a partir de la nourriture ingérée et, d’autre part, leur émulsification avec les acides gras
alimentaires et les acides biliaires afin de faciliter leur assimilation au niveau des entérocytes. Les
rétinyl esters de I'alimentation sont hydrolysés en rétinol au niveau de la lumiéere intestinale afin de
pouvoir y pénétrer. lls sont ensuite ré-estérifiés puis intégrés dans des chylomicrons afin de pouvoir
étre transportés. Les caroténes quant a eux peuvent passer la barriére intestinale intacts puis seront
métaboliser en rétinal au niveau de I'entérocyte. Le rétinal sera ensuite réduit en rétinol puis estérifié
et intégré dans des chylomicrons a son tour (Blomhoff, 1994). Lorsque le rétinol pénetre a I'intérieur
des entérocytes, il est immédiatement capté par une famille de protéines particuliéres les CRBP
(Cellular Rétinol-Binding Protein) qui jouent plusieurs roles. Elles protégent le rétinol liposoluble de
I’environnement aqueux dans lequel il vient de pénétrer, le protegent également contre sa
dégradation, le transférent aux enzymes nécessaires a son estérification et limitent le niveau de rétinol
libre dans les membranes entérocytaires puisque, s’il est présent en grande quantité, il peut perturber
I'intégrité et la fonction membranaire (Ong, 1994). L'estérification du rétinol est di a deux fonctions
enzymatiques distinctes : d’'une part la Lécithine Rétinol Acyle Transférase (LRAT) qui catalyse la
transesterification du rétinol en utilisant un groupe acyle présent sur les molécules de
phosphatidylcholine de la membrane et d’autre part I’Acyl-coA Rétinol Acyle Transférase (ARAT) qui
utilise un acyl-coA pour réaliser I'estérification du rétinol. 90% de |'estérification nécessaire a
I'intégration des rétinyl esters dans les chylomicrons dépend des LRAT (O'Byrne et al., 2005). Les
chylomicrons consistent en un agrégat de milliers de molécules de phospholipides et de triacylglycerol
organisés de maniére caractéristique autour des rétinyl esters ou d’autres vitamines liposolubles. Ils
vont ensuite étre exocités vers la circulation lymphatique puis rejoindre la circulation sanguine ou ils
vont subir de nombreuses transformations telles que I"hydrolyse des triacylglycerol ou I’acquisition
d’apolipoproteines afin de devenir des chylomicrons vestigiaux. (Green and Glickman, 1981). Environ
65 a 75% des rétinoides présents dans les chylomicrons seront ensuite assimilés au niveau du foie,
alors que le reste sera assimilé par d’autres tissus périphériques.

b) Le métabolisme hépatique des rétinoides

Le foie est le site majeur du métabolisme et du stockage des rétinoides de I'organisme. Deux types de
cellules hépatiques sont importantes dans ces processus : les cellules parenchymales (ou hépatocytes)
et les cellules stellaires (ou HSC). Les hépatocytes comprennent 65% des cellules hépatiques et
contiennent 90% de la masse protéique hépatique. Les HSC sont moins abondantes puisqu’elles
représentent 6 a 8% des cellules hépatiques et contiennent seulement 1% de la masse protéique
hépatique (Friedman, 2008). Les hépatocytes sont responsables de I'assimilation du rétinol dans le foie
alors que les HSC jouent un réle majeur dans le stockage des rétinoides. Lorsque les chylomicrons
contenant les rétinoides arrivent a proximité du foie, ils vont pénétrer a I'intérieur du foie dans I’espace
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de Disse situé entre I'épithélium et les hépatocytes. Ces chylomicrons vont ensuite étre pris en charge
uniquement par les hépatocytes. Une des voies privilégiées de ce mécanisme consiste en la capture
des chylomicrons riches en apo-E par le récepteur aux lipoprotéines de faible densité (LDL) et leur
internalisation par endocytose. Si ce récepteur est absent, régulé négativement ou saturé, les
chylomicrons peuvent étre maintenus dans |'espace de Disse grace a leur capture par les
proteoglycanes héparine sulfate via I'apo-E pour étre transférés au LDL lorsqu’il devient disponible
(Cooper, 1997). Suite a son entrée dans I’hépatocyte, le rétinyl ester va étre associé a des endosomes
et subir une hydrolyse rapide grace a différentes enzymes telles que les rétinyl ester hydrolase (REH)
en majorité mais également les carboxylesterases ou les lipases (Harrison et al., 1995). Aprés que le
rétinyl ester ait été hydrolysé en rétinol dans I’'hépatocyte, il est ensuite transféré aux HSC ou il est ré-
estérifié et stocké dans des gouttelettes lipidiques. Ce transfert intervient a chaque fois que la
consommation de rétinoides est suffisante ou en excés afin que les stocks de rétinoides puissent étre
mobilisés en cas de déficience en vitamine A. La caractéristique la plus particuliere des HSC est la
présence de nombreuses gouttelettes lipidiques contenant des rétinyl esters dans leur cytoplasme. La
teneur unique de ces gouttelettes lipidique en rétinyl esters, leur dépendance a la synthése des rétinyl
esters et leur réactivité au contenu en rétinoides de I'alimentation, en font des organelles de choix
pour le stockage des rétinoides (Blaner et al., 2009). Lorsque les apports en rétinoides par
I'alimentation sont insuffisants, les rétinyl esters stockés dans les gouttelettes lipidiques des HSC
peuvent étre mobilisés afin d’alimenter en rétinoides les organes qui en ont besoin. Pour cela, les
rétinyl esters seront hydrolysés en rétinol qui sera alors transporté lié a la protéine de transport du
rétinol (Rétinol Binding Protein, RBP) via la circulation sanguine vers les organes d’intérét. Cette
protéine est essentielle puisqu’elle permet de maintenir grace a sa fonction de transport du rétinol,
I’'homéostasie des rétinoides au sein de tout I'organisme (Quadro et al., 1999).

c) L’assimilation des rétinoides par les tissus extra-hépatiques

En état de jeune, plus de 95% des rétinoides sont trouvés sous la forme de rétinol associé a la RBP. Le
peu qui reste est sous forme de rétinyl ester associé a des lipoprotéines telles que les protéines de
faible, trés faible ou forte densité ou d’acide rétinoique associé a I'albumine. La majorité du transfert
des rétinoides en état de jeune se fait donc a partir du rétinol lié a la RBP. Bien que le transfert passif
du rétinol a travers la membrane plasmique soit une possibilité, la présence d’un récepteur a la RBP
parait plus évidente. Ainsi une étude a mis en évidence un récepteur a la RBP transmembranaire
particulier STRA6 présent dans la grande majorité des tissus métabolisant les rétinoides. Ainsi, STRA6
peut lier la RBP avec une haute affinité, les cellules transfectées avec STRA6 capturent le rétinol et
encore plus si ces cellules expriment également la LRAT et la délétion de STRAG6 induit un défaut de
capture du rétinol (Kawaguchi et al., 2007). STRA6 permet également la sortie du rétinol lorsque les
conditions le nécessitent, par exemple dans I'embryon lorsque le régime maternel est trop riche en
rétinoides ou chez les embryons déficients pour la LRAT qui pourraient avoir une accumulation de
rétinol intracellulaire a cause de leur incapacité a le métaboliser en rétinyl ester (Kim et al., 2008).
STRA6 semble donc agir comme un transporteur bidirectionnel du rétinol, ou la concentration
intracellulaire en rétinol détermine la polarité du transport. De plus, il semble exister une synergie
entre STRAG6 et LRAT puisque les cellules qui expriment les deux protéines assimilent de plus grandes
guantités de rétinoides que les cellules qui n’en expriment qu’une des deux. Ce processus indique que
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le métabolisme du rétinol en rétinyl ester par la LRAT permet d’amplifier I'entrée du rétinol via STRA6
et ainsi de catalyser I'intégration des rétinoides dans les tissus qui en ont besoin (Kawaguchi et al.,
2007).

En phase postprandiale, comme indiqué précédemment, la plupart des rétinoides sont sous forme de
chylomicrons. Méme si 75% de ces rétinoides sont assimilés et stockés au niveau du foie, les 25% vont
directement étre absorbés par d’autres tissus tels que le tissu adipeux en majorité (15%), les muscles,
le coeur, les poumons ou encore les reins (Goodman et al., 1965). L'importance des rétinyl esters dans
le maintien de ’homéostasie des rétinoides au niveau des tissus a été mise en évidence dans les souris
déficientes pour la RBP. En effet, le phénotype assez bénin de ces souris a mis en évidence |'importance
des chylomicrons postprandiaux dans le maintien de I’homéostasie. Ceci fut confirmé par I'importante
concentration de ces chylomicrons dans le plasma des souris mutantes. Ces souris sont également
capables d’utiliser les rétinyl esters pour maintenir une embryogénése normale (Quadro et al., 2004).
Il fut également mis en évidence que I'ceil était particulierement déficient pour assimiler les rétinyl
esters dérivés des chylomicrons, ce qui permet d’expliquer pourquoi la vision est particulierement
affectée chez les animaux déficients pour la RBP alors que les autres organes ne sont pas affectés grace
a leur capacité a récupérer les rétinyl esters (Vogel et al., 2002). L’enzyme essentielle a I’hydrolyse des
chylomicrons et donc a I'assimilation du rétinol au niveau des organes d’intérét est la lipoprotéine
lipase. Cette lipoprotéine hydrolyse en priorité les triglycérides mais elle a également été mise en
évidence comme une enzyme permettant I’'hydrolyse des rétinyl esters. L'expression de cette enzyme
au niveau des adipocytes permet I'assimilation du rétinol a la suite de I’hydrolyse des rétinyl esters
(Blaner et al., 1994). D’autres études ont confirmé I'importance de cette protéine en la sur exprimant
ou en l'inhibant notamment au niveau des muscles et du cceur, démontrant ainsi son role essentiel
dans I'assimilation du rétinol a partir des rétinyl esters au niveau de ces organes (van Bennekum et al.,
1999). Cependant, il n’y a pas d’implication de la lipoprotéine lipase au niveau des poumons et des
reins, démontrant I'existence d’une autre protéine, encore non démontrée a ce jour. Les niveaux de
rétinoides a l'intérieur des tissus restent stables. Méme si I’assimilation du rétinol augmente en cas de
besoin, il n’y a pas de changement quantitatif des niveaux de rétinoides au sein des tissus puisqu’ils ne
peuvent stocker les rétinoides. Ainsi, les rétinoides assimilés sont directement utilisés et I'exces de
rétinoides assimilé est quant a lui tout simplement relaché dans la circulation et redistribué aux autres
tissus qui pourraient en avoir besoin. L’assimilation des rétinoides dans les tissus semble donc tres
finement régulée, avangant encore une fois le role trés important des rétinoides dans des fonctions
physiologiques essentielles.

d) La génération d’acide rétinoique

Une fois que le rétinol est assimilé dans les tissus extra-hépatiques et apres avoir pénétré a l'intérieur
des cellules, I'expression de I’ALDH (alcool déshydrogénase) va induire son oxydation réversible en
rétinal (voir Figure 16). Cette expression est ubiquitaire. Dans certaines cellules particuliéres (cellules
épithéliales, dendritiques et stromales des ganglions mésentériques ; voir chapitre tolérance orale) qui
expriment la RALDH (rétinaldéhyde déshydrogénase), le rétinal va étre métabolisé de maniére
irréversible en acide rétinoique, métabolite le plus immunologiquement actif de la vitamine A (Hall et
al., 2011b). Bien que I'acide rétinoique soit présent en quantité faible de maniére basale dans le sérum,

76



I’expression de la RALDH est un procédé trés contrélé et est également soumis aux taux de rétinol
sanguins. Les fonctions de I'acide rétinoique dépendent de sa liaison a des récepteurs spécifiques les
RAR, distribués en trois isoformes, le RARa, RARB et RARy et les RXR (Chambon, 1996).

Rétinyl .
Vitamine A . Intestin gréle _esters , Systeme WIS Sang —— Foie
alimentaire lymphatique W
Rétinol-RBP
ALDH RALDH
Rétinol © > Rétinal » Acide rétinoique » RAR/RXR
Population CD103+ DC CD103-CD11b+ Cellule Cellule
cellulaire DC épithéliale stromale
Localisation GALT Peau, poumon Intestin GALT
Enzyme RALDH2 RALDH2 RALDH1 RALDH1,2,3
Régulation Rétinol, acide Rétinol, acide
rétinoique, rétinoique
GM-CSF

Figure 16: Métabolisme de la vitamine A

D’apres « The role of retinoic acid in tolerance and immunity », Hall et al., Immunity, 2011

3) La vitamine A dans la physiologie

La vitamine A et ses dérivés, les rétinoides, sont essentiels a la fois pour le développement
embryonnaire et le maintien de la différenciation des tissus a I'age adulte. lls jouent également un réle
majeur dans de nombreux processus physiologiques tels que la croissance, la vision ou la reproduction.
Le concept de vitamine A comme un puissant agent de différenciation a émergé trés tot grace a des
études pionniéres sur les effets de la déficience en vitamine A (Wolbach and Howe, 1925) puis ont
ensuite été confirmés dans différents modeles cellulaires, organiques ou animaux. La régulation des
fonctions somatiques par la vitamine A est aujourd’hui largement attribuée a I'acide rétinoique, la
forme la plus biologiquement active de la vitamine A, mise en évidence comme un puissant régulateur
de la division cellulaire et de la différenciation dans divers tissus (Gudas, 1994). De plus, la découverte
de récepteurs spécifiques de I'acide rétinoique, les RAR et les RXR, a permis de mieux comprendre les
effets que les métabolites actifs de la vitamine A, tels que I'acide rétinoique, peuvent avoir au niveau
de la régulation génique (Mangelsdorf and Evans, 1995; Pfahl and Chytil, 1996). Cependant, il est

77




important de garder a I'esprit que dans le cas de la vision, le rétinoide privilégié est le rétinal, et non
I’acide rétinoique.

a) Le développement embryonnaire

Depuis tres longtemps, il a été démontré qu’une déficience en vitamine A au cours de la grossesse
induisait des morts foetales ainsi que des malformations congénitales séveres (Mason, 1935). Par la
suite, un grand nombre d’études, utilisant une déprivation en vitamine A de I'alimentation, ont mis en
évidence un large spectre d’anomalies congénitales résultant d’une carence en vitamine A pendant la
gestation (Maden et al., 1996). Les cibles majeures de la déficience en vitamine A chez I’embryon sont
le tissu oculaire en grande majorité, le coeur mais également les systémes respiratoire, circulatoire et
urogénital (Wilson et al., 1953). D’autres études ont également démontré qu’en cas de déficience en
vitamine A au cours de la gestation, la segmentation de I’'embryon n’avait pas lieu, résultant ainsi en
une absence de développement du systéme nerveux central (Maden et al., 1996). Dans la plupart des
cas, celarésulte en une résorption tres rapide de I'embryon. En cas d’apport de vitamine A ou de rétinol
a différents stade de la gestation, on observe une prévention de I'apparition de ces anomalies,
suggérant que la vitamine A est requise a différents stades du développement embryonnaire. Au
contraire, I'apport d’acide rétinoique, ne parvient pas a prévenir le développement de ces anomalies,
suggérant un effet plus général des rétinoides dans le développement embryonnaire (Wellik and
Deluca, 1995).

Des malformations embryonnaires peuvent également survenir suite a la présence de taux excessifs
de vitamine A durant le développement. La premiere étude établissant la tératogénicité d’un exces de
vitamine A remonte également aux années 50 (Cohlan, 1954). Les cibles majeures de cet exces de
vitamine A au cours de I'embryogénése ont également été bien établies. On observe notamment des
effets sur le cceur, le systéeme nerveux central, le squelette ou les yeux (Guillonneau and Jacgz-Aigrain,
1997). Ces effets tératogénes majeurs ont ainsi donné lieu a des recommandations visant a limiter
I’absorption de vitamine A au cours de la grossesse (Chan et al., 1996).

Le chevauchement des cibles a la fois de la carence et d’un excés de vitamine A au cours de
I'embryogénése démontre ainsi I'impact majeur que peuvent avoir les rétinoides au cours de
I’organogénese.

Une autre approche utilisée afin de confirmer ces résultats et de mieux en comprendre les causes a
été I'utilisation de souris génétiquement modifiées pour ne pas exprimer les récepteurs aux rétinoides
et plus spécifiquement les récepteurs a I'acide rétinoique RAR et RXR (Boylan et al., 1995; Chambon,
1993). La plupart des anomalies observées chez ces souris mutantes sont les mémes que celles
observées chez les souris déficientes en vitamine A mettant ainsi en évidence le r6le majeur de I'acide
rétinoique dans les effets biologiques de la vitamine A, notamment au cours de I'embryogénese
(Kastner et al., 1994). L’analyse génétique et moléculaire des voies de signalisation induites par les
rétinoides avancent des pistes importantes sur les effets pléiotropiques de la vitamine A, notamment
dans I'ontogénie et sur le réle essentiel des récepteurs a I'acide rétinoique dont I'expression au cours
du développement prénatal, a des stades variés de I'embryogénése et de I'organogénése semble
indispensable (Mark et al., 2006). Ainsi, 'acide rétinoique régule le développement en activant la
transcription de divers genes a des endroits variés dans I'embryon. Une cellule particuliere va ainsi
répondre a I'acide rétinoique si elle exprime son récepteur et si le taux d’acide rétinoique est approprié
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a la réponse demandée. Parce que différents génes sont connus pour étre activés par différents
niveaux d’acide rétinoique (Boncinelli et al., 1991), I'efficacité de 'acide rétinoique comme régulateur
du développement nécessite un contréle précis de sa distribution et de sa concentration.

L'impact majeur de la vitamine A sur 'embryogénése a mis en évidence I'importance d’un apport de
vitamine A constant mais controlé. Ceci a permis de mettre en place des instructions a suivre par les
meres au cours de la grossesse. Ainsi une étude a permis de mettre en évidence que sur les femmes
normalement nourries et consommant 10 000 Ul de vitamine A par jour au cours de la grossesse un
enfant sur 57 nait avec une malformation imputable a un exces de vitamine A (Rothman et al., 1995).
Au contraire, chez les femmes déficientes en vitamine A un apport de 10 000 Ul de vitamine A permet
de pallier aux malformations induites par la carence en vitamine A (WHO guideline, 2011). Il apparait
donc essentiel de controler I'apport en vitamine A au cours de la grossesse en fonction des taux de
vitamine A présents chez la mére, un taux de rétinol sanguin inférieur a 0,70umol/| étant considéré
comme une carence (données de 'OMS).

b) La vision

Trés rapidement aprées la découverte de la vitamine A comme un nutriment essentiel, il fut mis en
évidence que I'ceil en était particulierement dépendant. Une vision nocturne déficiente est le premier
signe d’une carence en vitamine A. Cette déficience réversible peut progresser en une cécité compléte
due a la dégénérescence des photorécepteurs. En effet, le retinaldehyde a été identifié comme un
chromophore de la rhodopsine essentiel a la vision de la lumiére (Wald, 1968). Les autres symptémes
oculaires de la déficience en vitamine A incluent des défauts dus au dysfonctionnement de I'épithélium
de I'ceil tels que la xérophtalmie et I'ulcération de la cornée. L'effet de la déficience en vitamine A sur
la vision est le plus remarquable puisqu’on estime a 5 millions le nombre d’enfants atteints de
xérophtalmie (état de sécheresse avec atrophie, entrainant I'opacité de la cornée et dans certains cas
une perte de la vision), faisant ainsi de la carence en vitamine A la premiére cause de cécité pédiatrique
dans les pays émergents (Sommer, 2014). Les effets de la vitamine A sur la photo transduction sont
médiés par le rétinal (Dowling and Wald, 1960). La vitamine A joue un réle a la fois sur le
développement de la rétine au cours de I'embryogénése puis sur sa fonction au cours de la vie (Drager
et al., 1998). Ainsi, la déficience en vitamine A est devenue un probleme de santé publique également
a cause de son implication dans la xérophtalmie et la cécité notamment chez les enfants dans le monde
entier (Sommer, 1998).

c) Le tissu épithélial

La vitamine A joue un réle important dans la différenciation du tissu épithélial. En effet, en cas de
déficience en vitamine A, on observe une métaplasie, une lésion paranéoplasique qui altére les
fonctions caractéristiques de I'épithélium et méne a une sensibilité accrue aux infections et a la mort
(De Luca, 1991). Tous les tissus épithéliaux, incluant I'ceil, la peau, la trachée, I’épithélium vaginal ou
le tractus gastro-intestinal sont dépendants de la vitamine A. Des altérations du tissu épithélial

79



d’organes vitaux interviennent tres t6t au cours de la déficience en vitamine A, suggérant un réle
essentiel de cette derniére dans la fonction de barriere de I'épithélium (McCullough et al., 1999). La
corrélation entre les infections respiratoires et gastro-intestinales avec le déficit en vitamine A
confirme le réle primordial de I'intégrité intestinale dans la protection contre les infections (Ross,
1992).

d) La reproduction

La vitamine A joue un role important dans la reproduction a la fois chez le male et chez la femelle
(Clagett-Dame and Knutson, 2011). La vitamine A et plus particulierement son métabolite I'acide
rétinoique sont essentiels a la spermatogénése. Ainsi, une déficience en vitamine A va altérer la
spermatogénése pendant la puberté et a I’dge adulte. Au contraire, un enrichissement en vitamine A
va compenser cette déficience (van Pelt and de Rooij, 1990). Chez les souris déficientes en récepteur
a I'acide rétinoique, on observe une stérilité totale et une dégénération des testicules, confirmant le
role majeur de I'acide rétinoique dans la spermatogénese (Lufkin et al., 1993). Chez la femelle, I'effet
d’une déficience en vitamine A sur la reproduction dépend du moment ou la déficience est établie
ainsi que de sa sévérité (Clagett-Dame and Deluca, 2002). Lorsque la déficience en vitamine A a lieu
avant l'accouplement, I'impact majeur se fait au niveau de I'épithélium vaginal et la reproduction
échoue avant l'implantation. L'ovulation a bien lieu mais les ovules dégénérent rapidement et
n’atteignent pas |'étape de blastogénese. Comme énoncé précédemment, la déficience en vitamine A
impacte tres fortement I'embryogénése, mais elle a également un impact majeur sur le
développement du placenta. (Noback and Takahashi, 1978), résultant en une résorption du fcetus ou
des malformations majeures.

4) Lavitamine A dans I'immuno-régulation

La vitamine A et plus particulierement son métabolite principal, I'acide rétinoique est un acteur majeur
de I'immuno-régulation (Cassani et al., 2011a; Hall et al., 2011b) (voir Figure 17).

L’acide rétinoique agit directement sur les cellules du systeme immunitaire. Il améliore la cytotoxicité
et la prolifération des lymphocytes T grace notamment a une augmentation de la sécrétion d’IL-2
(Ertesvag et al., 2002). Par conséquent, les souris suivant un régime déficient en vitamine A ont un
défaut de réponse de leur lymphocytes T in vivo (Carman et al., 1989). L’acide rétinoique a également
un effet positif sur la différenciation des lymphocytes B et la sécrétion d’anticorps (Ballow et al., 1996)
méme si des effets contradictoires ont été observés (Lomo et al., 1998). L'acide rétinoique peut
également moduler la capacité de présentation de I'antigéne en agissant directement sur les cellules
dendritiques. Par exemple, en présence de stimuli pro-inflammatoires, tels que le TNF, I'acide
rétinoique augmente la maturation des cellules dendritiques et leur capacité de présentation de
I'antigéne (Geissmann et al., 2003)

L'acide rétinoique peut également moduler les aspects fonctionnels de la réponse immunitaire en
agissant comme cofacteur de différenciation des lymphocytes T CD4. En effet, comme démontré
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précédemment, la sécrétion d’acide rétinoique par les cellules dendritiques joue un rdle essentiel dans
la génération des lymphocytes T régulateurs, en association avec le TGF-B, dans la tolérance orale (voir
chapitre tolérance orale). Cependant, la vitamine A semble avoir des effets pleiotropiques sur le
développement des réponses immunitaires (Semba, 1998). En effet, la vitamine A et son métabolite
I'acide rétinoique ont différents effets sur la différenciation des lymphocytes T. Ainsi, une déficience
en vitamine A induit un défaut dans les réponses Thl et Th17 suite a une infection avec Toxoplasma
gondii (Hall et al., 2011b). En association avec le TGF-B et I'lL-6, I'acide rétinoique va amplifier les
réponses de type Th17 (Mucida et al., 2007). In vitro, 'acide rétinoique peut avoir un effet positif ou
négatif sur la génération de lymphocyte Th2 en fonction de la durée d’incubation des lymphocytes T
avec l'acide rétinoique (lwata et al., 2003). L’acide rétinoique, en association avec I'IL-15 induit des
réponses pro-inflammatoires de type Th1l suite a 'administration d’antigénes alimentaires au niveau
de la muqueuse intestinale (DePaolo et al., 2011). L’acide rétinoique induit également des marqueurs
de domiciliation a l'intestin sur les lymphocytes T réalisant ainsi une étape clé dans la tolérance orale
(voir chapitre sur la tolérance orale).

Enfin, la vitamine A semble également avoir un impact important sur les réponses immunitaires
médiées par les cellules de I'immunité innée, dont les ILC (Innate Lymphoid Cells) de type 3. En cas de
déficience en vitamine A, les ILC de type 3 sont sévérement diminuées, résultant en une protection
déficiente contre les infections bactériennes, ce qui apporte une explication supplémentaire a la
sensibilité aux infections accrue des individus carencés en vitamine A. Dans le méme temps, des ILC de
type 2 sécrétant de I'lL-13 apparaissent. |l apparait donc qu’en cas de carence en vitamine A, le systeme
immunitaire inné va dévier ses réponses vers des réponses de type 2, apportant une protection plus
importante contre les parasites et augmentant la sécrétion de mucus au niveau de la muqueuse
intestinale, pour améliorer la barriére intestinale. Ce mécanisme d’adaptation du systéme immunitaire
a la carence en vitamine A permet d’allonger I'espérance de vie de I'individu. (Spencer et al., 2014). De
plus, les taux de rétinoides maternels au cours de la période foetale semblent également avoir un
impact majeur sur la présence d’n autre type d’ILC3, les LTi (lymphoid-tissue inducer), conditionnant
ainsi la taille des organes lymphoides secondaires et I'efficacité des réponses immunitaires a I'age
adulte, notamment contre les infections (van de Pavert et al., 2014).

Au vu de I'importance majeure de la vitamine A dans I'immuno-régulation et de son impact sur les
différentes réponses immunitaires, un enrichissement en vitamine A du lait maternel apparait comme
une solution a I'amélioration des réponses immunitaires du nouveau-né.

IEC 04p7 , CCR9
/ /@ Figure 17: Role de I'acide
' / rétinoique dans 'immuno-

régulation
b adp7 4 CCOR9

Fies +IL4 D’apres “Vitamin A and
CD103+ gut- s . ,
associateg DC > RA ° immune regulation: role of
“ ° ojRA VG,% retinoic acid in gut-
\\? % o4p7 _— 5 CCRIO associated dendritic cell

+

. ot : : .
=0 o education, immune
[=> 3 ?

protection and tolerance”,

Gosin 047 CCR9 Cassani et al., Molecular

a4B7/\\ ( AS?; 2 aspects of medicine, 2011 g1
\@ (( P IgA
- = Gut




Objectifs de la these

La revue des themes abordés dans I'introduction met en évidence que les maladies allergiques sont un
probléme majeur de santé publique, touchant en grande majorité les enfants. L'impact de ces maladies
sur la vie quotidienne et le manque de traitements curatifs font de la prévention une voie privilégiée.
La tolérance orale est un mécanisme essentiel de régulation immunitaire a la fois local et systémique,
qui joue un réle majeur dans la prévention des maladies allergiques. Alors que le premier contact avec
I'allergene se fait généralement en tout début de vie, tres peu d’études se sont intéressées a la
possibilité d’induire de la tolérance orale en période néonatale. Au vu de I'impact de I'allaitement sur
le développement des réponses immunitaires du nouveau-né, nous avons choisi de déterminer la
possibilité d’induire de la tolérance orale chez le nouveau-né par I'administration orale d’un allergéne
via l'allaitement.

L’objectif principal de mon travail de thése a été de mettre en évidence les facteurs inhérents au début
de vie qui conditionnent la prévention des maladies allergiques par induction de tolérance orale et
plus particulierement :

(1) Déterminer I'ontogénie de la tolérance orale en début de vie : Au vu d’un certain nombre
d’études épidémiologiques, il semble qu’il existe une période optimale d’exposition aux
antigenes alimentaires comprise entre 4 et 6 mois (Fleischer et al., 2013; Muraro et al., 2014).
Il apparait ainsi essentiel de déterminer s’il existe une période plus favorable qu’une autre a
I'induction de tolérance orale afin de mieux adapter I'exposition a un allergéne du nouveau-
né.

Je démontrerai que la période néonatale (16 semaine de vie chez la souris) n’est pas propice &
I'induction de tolérance orale.

(2) Caractériser les acteurs de la tolérance orale en début de vie :

- les cellules dendritiques mésentériques CD103+ ont un rdle clé dans I'induction de tolérance
orale et n‘ont pourtant quasiment jamais été étudiées chez le nouveau-né : Sont-elles
présentes ? Sont-elles fonctionnelles ? Sécretent-elles de I'acide rétinoique ?

Je démontrerai un défaut de présentation de I’antigéne des cellules dendritiques néonatales dii
a un défaut de capture de I'antigene et un défaut de sécrétion d’acide rétinoique par les cellules
CD103+. Ces défauts sont associés a une carence en vitamine A en début de vie.

- les lymphocytes T régulateurs : 'administration par voie orale d’un antigene au cours de
I"allaitement permet-il d’induire des lymphocytes T régulateurs en début de vie ? La prévention
des allergies dépend-elle de la présence de cytokines régulatrices telles que I'lL-10 ou le TGF-
B?

Je démontrerai que lorsque le nouveau-né recoit I'allergéne par voie orale tout au long de
I'allaitement, il développe une réponse Th1 au niveau local qui le protége a I’dge adulte contre
le développement d’allergies respiratoires. Contrairement a [I'adulte, aucune molécule
régulatrice n’est impliquée.
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(3) Déterminer si la carence en vitamine A néonatale est a I'origine des défauts immunitaires
observés chez le nouveau-né : une supplémentation en vitamine A (précurseur de l'acide
rétinoique) permet-elle de corriger les défauts immunitaires du nouveau-né ?

Je démontrerai qu’une supplémentation en vitamine A en début de vie permet d’améliorer la
fonction des cellules dendritiques du nouveau-né, résultant en une prévention des maladies
allergiques via 'induction de tolérance orale dés la 16 semaine.
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Résultats
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[) Synthese des résultats

Afin de déterminer I'induction de tolérance orale en début de vie, j’ai administré aux souriceaux un
allergéne modele, I'ovalbumine, via le lait maternel. Afin d’étudier I'ontogénie de la tolérance orale
jai également administré l'allergéne uniquement pendant la 1%%¢, la 2™ ou la 3°™ semaine
d’allaitement. J'ai ensuite mis en évidence la présence de tolérance systémique chez ces mémes souris
a I'age adulte en les soumettant a un protocole d’induction d’allergie de type respiratoire a I'encontre
de I'OVA, consistant en une étape de sensibilisation puis en une exposition des voies aériennes a I'OVA,
afin de concentrer la réponse allergique au niveau des voies respiratoires.

- Lorsque les souriceaux sont exposés a I’'ovalbumine au cours de I'allaitement, ils sont protégés
contre le développement d’allergie a I’dge adulte. Cette protection n’est pas due a I'induction
de lymphocytes T régulateurs Foxp3 et ne dépend ni de I'IL-10 ni du TGF-f3, mais de I'IFN-y.
L’administration par voie orale d’'un antigéne induit une différenciation Th1 des lymphocytes
T au niveau des ganglions mésentériques qui vont induire une inhibition des maladies
allergiques a distance, comme ici, au niveau des voies respiratoires. La tolérance orale mise en
place en début de vie consiste donc en une différenciation de type Th1l des réponses
lymphocytaires.

- Lorsque les souriceaux sont exposés a I'ovalbumine uniquement pendant la 3™ semaine, ils
sont protégés contre le développement d’allergie respiratoire et cette protection est
comparable a celle observée lorsque les souriceaux recoivent I'allergene durant toute la
période d’allaitement. Au contraire, lorsque les souriceaux ne sont exposés a I’ovalbumine que
pendant la période néonatale (1% semaine de vie), ils ne sont pas protégés contre le
développement d’allergies a I’dge adulte. Afin de déterminer les raisons de cette absence de
tolérance orale en début de vie, j'ai choisi d’étudier la fonction et le phénotype des cellules
dendritiques mésentériques du nouveau-né. Ainsi, jJai pu démontrer un défaut de
présentation de I’antigene des cellules dendritiques néonatales aux lymphocytes T CD4,
résultant en une prolifération et une différenciation Th1 diminuées. Ce défaut est associé a
une capture insuffisante de I'antigéne et un déficit de I'expression de la RALDH (rétinaldéhyde
déshydrogénase) sur les cellules dendritiques CD103+ des ganglions mésentériques des
nouveau-nés. Ceci est associé a un déficit en rétinol sanguin chez les nouveau-nés.

- Afin de déterminer si ce déficit en rétinol sanguin était bien a I'origine des défauts de réponse
immunitaire observés chez le nouveau-né, j’ai administré un régime enrichi en vitamine A
(rétinol) aux meres allaitantes. Grace a ce traitement, les taux de rétinol sanguin du nouveau-
né sont augmentés et I'expression de la RALDH et la capacité de capture de |'antigene des
cellules dendritiques CD103+ mésentériques néonatales sont améliorées. Ceci entraine une
meilleure capacité des cellules dendritiques a présenter I'antigene aux lymphocytes T CD4+,
résultant en une meilleure prolifération et une différenciation Thl augmentée des
lymphocytes T CD4+. Enfin lorsque les nouveau-nés regoivent de I'ovalbumine associé a de la
vitamine A dans le lait maternel au cours de la 1 semaine, ils sont protégés a I’Age adulte
contre le développement d’allergies respiratoires. Cette protection est comparable a celle
observée chez les souriceaux ayant recu I'antigéne au cours de la 3°™ semaine et dépend de
la présence d’IFN-y.

85



Ainsi, il apparait que le déficit en rétinol sanguin du nouveau-né a un impact majeur sur la fonction se
ses cellules dendritiques, entrainant un défaut d’induction de tolérance orale et une absence de
protection contre le développement d’allergies. L'administration de vitamine A au nouveau-né permet
de compenser ces défauts et permet I'induction de tolérance orale dés les premiers jours de vie.

Ces résultats ont été soumis sous la forme d’un article intitulé : Allergy prevention by oral tolerance
is inefficient in neonates due to a physiological vitamin A deficiency a « Journal of allergy and clinical
immunology », (voir ci-dessous), actuellement accepté pour révision.
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ABSTRACT

Background: Increased risk of allergic disease during early life draws attention to possible
deficient immune regulation in this period of life. Oral tolerance is a key mechanism for
peripheral tolerance induction and immune homeostasis. The role of deficient oral tolerance in
the aetiology of increased susceptibility to allergic disease in early life has never been

assessed.

Objective: To understand the mechanisms behind the establishment of oral tolerance in early

life in order to better prevent allergic disease by immunomodulation.

Methods: Ovalbumin (OVA) was administered orally to mice through breast-milk during the
first, second or third week of life. Efficiency of systemic tolerance to OVA was assessed in
their adulthood in a model of allergic airway inflammation by intra-peritoneal antigen
immunization and respiratory re-exposure to OVA. Mechanisms of oral tolerance in early life
were further assessed by in vitro analysis of antigen presenting function of mesenteric lymph

nodes cells.

Results: Oral tolerance induction in mice was not efficient until their third week of life.
Inefficiency in the first 2 weeks was a consequence of defective antigen uptake and
retinaldehyde dehydrogenase expression by mesenteric lymph node CD103* dendritic cells
which resulted in inefficient T cell activation. Retinol levels in serum of neonates were 3
times lower than in adult mice. Vitamin A supplementation in neonates increased retinol
levels, corrected DC function and was sufficient to allow allergic disease prevention from
birth. Finally, allergic disease prevention by oral antigen administration in vitamin A

supplemented-neonates and 3 week old pups was critically dependent on IFN-y.
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Conclusion: Our data demonstrate that the increase in vitamin A levels in early life is central
to increase capacity of Thl differentiation in response to oral antigen exposure and thereby
allergic disease prevention. This knowledge should guide the design of immune intervention
for allergic disease prevention that is adapted and specific to early life such as vitamin A

supplementation.

Key messages:

- Allergy prevention by oral tolerance induction is inefficient in neonates

- Neonates are physiologically vitamin A-deficient which impacts mesenteric CD103+
dendritic cells function and results in immune ignorance of orally administered antigen.

- Maternal vitamin A supplementation allows allergy prevention by oral antigen

administration immediately after birth by a Th1-dependent mechanism.

Capsule summary:

Identification that low levels of vitamin A in well-nourished neonates compromises the
efficiency of allergic disease prevention by oral antigen administration, indicates that vitamin
A supplementation in early life should be considered as a promising strategy for primary

prevention of allergy.

Key words:

Neonates, oral tolerance, prevention, allergy, vitamin A, dendritic cells, Thl
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Abbreviations

OVA: ovalbumin

DC: Dendritic cell

MLN: mesenteric lymph node

Treg: regulatory T lymphocyte

IL: interleukin

TGF: transforming growth factor

Ig: immunoglobulin

IFN-y: interferon-y

SPF: specific pathogen free

PBS: phosphate buffer saline

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

RALDH: retinaldehyde deshydrogénase

APC: antigen presenting cell

MHC: major histocompatibility complex



INTRODUCTION

Neonatal immune system faces considerable challenges as it must cope with high antigenic
stimulus following gut and skin microbial colonization and exposure to numerous new
environmental antigens. At the same time, neonatal development of organs requires low
inflammatory immune response to allow harmonious growth. In accordance to these
constraints, immune system in early post-natal life functions differently from the adult one
and immune responses in this period of life have been reported to be biased towards
tolerogenic immune responses as demonstrated by pioneer studies of Medawar (Billingham et
al., 1953) and/or Th2 immune responses (reviewed in (Adkins et al., 2004)). Most probably,
this bias contributes to the higher susceptibility to infectious diseases in early life and
highlights the importance of maternal help for immune defence by continuous transfer of
antibodies after delivery through breast milk (Labbok et al., 2004). Early life is also
characterized by higher susceptibility to allergic disease (Karlsson et al., 2004; Tulic et al.,
2011; Wahn and von Mutius, 2001), which reveals an impaired capacity to generate
regulatory immune responses towards innocuous dietary and environmental antigens (Akdis,
2006). This defect may reflect an impaired generation of thymic regulatory T cells (Tulic et
al., 2012) and/ or impaired mechanisms of peripheral tolerance induction (Mucida et al.,
2005). Oral tolerance is considered as a key mechanism for peripheral tolerance induction and
more generally to play a central role in immune homeostasis (Faria and Weiner, 2005; Pabst
and Mowat, 2012). It refers to the observation that regulatory mechanisms initiated towards
antigen administered through oral route will prevent further inflammatory response to this
antigen both in the gut and at distant site. A few studies have assessed the efficiency of oral
tolerance induction in the neonate (i.e. before the third week of life) and showed it to be
inefficient (Hanson, 1981; Miller et al., 1994; Strobel, 1996, 2001; Strobel and Ferguson,

1984). We have further demonstrated that maternal milk co-factors such as TGF-$3 or 1gG are
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required to induce tolerance to antigen administrated orally during the first 3 weeks of life in
order to prevent allergic disease (Mosconi et al., 2010; Verhasselt, 20103, b; Verhasselt et al.,
2008). These observations highlight that maternal transfer of immune mediators through
breast milk is essential not only for immune defence but also for tolerance induction in early

life.

The identification of mechanisms for efficient oral tolerance induction is required to improve
strategies of allergic disease prevention. We previously demonstrated that upon OVA-IgG
immune complexes administration through breast milk, oral tolerance relied on the induction
of regulatory T lymphocytes (Tregs) expressing Foxp3 (Mosconi et al., 2010). We also
assessed oral tolerance induction upon soluble OVA transfer to the neonate in the absence of
maternal antigen specific IgG(Verhasselt et al., 2008). This latter model is more relevant to
the human situation since IgA are the most predominant Ig class in human breast milk and the
contribution of milk IgG and FcRn for the immunity of the neonate is
controversial(Brandtzaeg, 2003). In addition, infant that are formula fed receive the antigen in
the absence of maternal antibodies. There, we found that active immune tolerance was
induced since protection was antigen specific and could be transferred; however, this was
independent of FoxP3 Tregs and the precise mechanisms of protection remained
unknown(Verhasselt et al., 2008). Epidemiological studies suggest that there is an optimal
time window of 4 to 6 months for oral antigen exposure and prevention of allergic
disease(Fleischer et al., 2013; Muraro et al., 2014) indicating the need to understand which
factor may prevent oral tolerance induction in earlier life. In this context, here, we set out to
uncover in a mouse model of allergic disease (1) the mechanisms of oral tolerance upon oral
soluble antigen administration in early life (2) the mechanisms underlying ontogeny of
efficient oral tolerance induction and (3) ways to prevent allergic disease by oral antigen

administration immediately after birth. We found that allergic disease prevention by oral
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antigen administration in early life was surprisingly due to Th1l lymphocytes but not classical
Tregs as described in the adult and in early life upon OVA-1gG immune complexes. We
further demonstrated the ineffectiveness of allergic disease prevention in the neonate by oral
antigen administration and we elucidate that a physiological deficiency in vitamin A affecting
neonatal dendritic cell function underlies this defect. This observation brought us to
supplement neonates in vitamin A which rescued prevention of allergic disease in neonates

exposed to OVA during the first week in an IFN-y dependent manner
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METHODS

Mice

Synchronous pregnant BALB/c mice were purchased from Janvier Labs (France) and housed
under SPF conditions at “Centre Méditerranéen de Médecine Moléculaire (C3M)”. Rag2

Knockout/Transgenic DO11.10 T Cell Receptor mice were obtained from Taconic (France).

Experiments were performed according to the CIEPAL animal ethics agreement NCE/2012-81.

Mouse model of oral tolerance induction in early life

For oral tolerance induction in early life, we used previously published protocol (Mosconi et
al., 2010; Verhasselt et al., 2008) with some modification. PBS or OVA (2mg) were given intra-
gastrically 3 times a week to lactating mothers during the first, second or third week after
delivery or during the whole lactation period. At the end of the week of OVA administration
through milk, pups were separated from their mother and nursed by naive mothers until
weaning. When indicated, neonates were supplemented with vitamin A by maternal
administration of a vitamin A-enriched diet (250U1/g according to published data (Ross, 2010;
Schuster et al., 2008), Safe, France) from 2 days before delivery until the end of the first week.
Classical diet contains 4Ul vitamin A/g (Safe, France). To assess efficiency of oral tolerance
induction in early life, mice were submitted to a protocol of allergic airway disease as
previously described (Mosconi et al., 2010; Verhasselt et al., 2008). Briefly, when 6-8 week
old, female mice were immunized by 2 intra-peritoneal injections of 10 ug of OVA in 2 mg of
Alum (Pierce) at 1 week interval. Ten days later, mice were exposed daily to 0.5% OVA
aerosols for 5 days. Aerosol exposure was performed for 20 min using an ultrasonic nebulizer
(Ultramed, Medicalia) connected to a 13000 cm?® box that served as the deposition chamber for
the mice. When indicated, mice were injected with 0.5 mg of anti-CD25 mAb (PC61 clone;
ATCC), 0.5mg of anti-IL10R (1B1.2 clone, DNAX research institute), 0.5mg of anti-TGF-3

(1D11 clone, ATCC), 0.5 mg of anti-IFN-y (R4-6A2 clone, ATCC) or with rat 1gG1 (GL113
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clone; DNAX) 1 day (5 days for PC61(Mosconi et al., 2010; Verhasselt et al., 2008)), before
sensitization and challenges. Twenty-four hours after last challenge, mice were sacrificed for

allergic airway disease assessment.

Assessment of allergic airway inflammation (Mosconi et al., 2010; Verhasselt

et al., 2008)

- Serum OVA specific IgE quantification

Blood was obtained from mice by intra-cardiac puncture and serum was prepared by
centrifugation (10,000 rpm, 10 min) using heparin-coated tubes. They were stored at — 20 ° C
until analysis. Serum was analyzed for the presence of OVA-specific IgE by ELISA. Plates
were first coated with their anti-mouse IgE mAb (BD), saturated with 10 % fetal calf serum in
PBS, and incubated with serial dilution of sera followed by biotin-conjugated OVA antigen.
Horseradish peroxidase-conjugated streptavidin (BD) and tetramethylbenzidine (KPL,
Gaithersburg, MD) were used for detection.

- Eosinophils in BAL fluids

Mice were bled and a canula was inserted into the trachea. Lungs were washed three times with
1 ml of phosphate buffered saline (PBS) and cells counted. For eosinophils quantification in
BAL, cells were stained with anti-CCR3 (R & D Systems), anti-CD3 and anti-CD19 antibodies
(BD) and analyzed by flow cytometry using a FACSCanto flow cytometer and FACSDiva
software (BD). Eosinophils were defined as CD3™ CD19™ CCR3* cells.

- Lung cell cytokine secretion

Lungs were harvested and digested with collagenase | (4000Ul, Gibco, France) and DNAse
(2000 Ul, Roche, France) for 30 min at 37 ° C. Cell suspensions were filtered through a 70um
cell strainer and depleted of red blood cells using red blood cell lysis buffer. For each mouse, 3

x 10° lung cells were cultured for 72 hrs in medium with or without OVA (100 pg/ml) in 48-
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well plates. Culture medium was RPMI-1640 (Gibco) containing 10 % heat-inactivated fetal
calf serum (Perbio, France), 50 pM b-mercaptoethanol (Gibco), and penicillin/ streptomycin
(Gibco). Supernatants were analyzed for 1L-13 contents by ELISA using antibody pairs from R

& D Systems. The lower limit of detection was 150 pg/ml.

In vitro T cell differentiation assay

CD4" T lymphocytes were isolated from spleen and lymph nodes single cell suspensions from
adult naive DO11.10 RAG-/- mice using magnetic anti-CD4 beads and LS MACS columns
according to the manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotec, France). Purity was checked by
flow cytometry using CD3 and Kj1-26 mAb (BD) and was always higher than 95%. The
positively selected CD4 T cells were labeled with 5uM CFSE. MLN from pups that were 4-5
days old (1week), 11-12 days (2 weeks) or 17 days (3 weeks) old were harvested and digested
with collagenase | (4000Ul, Gibco, France) and DNAse (2000 Ul, Roche, France) for 15 min
at37°C. 2.5x10°CD4 T cells from DO11.10 RAG-/- mice were cultured together with 2.5x10°
of MLN cells, with or without 100pg/ml OVA in complete RPMI (10% FCS, 2 mM L-
glutamine, 0.05 mM 2-mercaptoethanol, and 100 U of penicillin and streptomycin) for 4 days.
When indicated 2uM LE135 (Tocris, United Kingdom) was added to cell cultures. On day 4,
cells were stained with anti-CD3 and Kj1-26, permeabilized and stained for Foxp3 expression
(ebioscience, France). CFSE dilution and Foxp3 expression were analyzed by flow cytometry.
Supernatants were analyzed for cytokine expression by ELISA. IL-5 and IFN-y antibodies were
purchased from BD biosciences and IL-17 antibodies were purchased from ebiosciences. The

lower level of detection was 300 pg/ml for IL-5, 30pg/ml for IFN-g and 10 pg/ml for I1L-17.

In vivo conversion of Foxp3 Tregs

Foxp3  CD4" T lymphocytes were purified from splenocytes and lymph node cells from adult

naive DO11.10 RAG-2-/- mice as described in “in vitro differentiation assay” paragraph and
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one million cells were injected intravenously into 1-day-old BALB/c pups. OVA was given
orally to pups as described in “induction of oral tolerance in early life” paragraph. Mesenteric
lymph nodes were harvested 1 week after the last OVA administration and MLN cells were
stained for CD3, Kj1.26 and Foxp3 expression and analyzed by flow cytometry as described in

“in vitro differentiation assay”.

In vivo Th cell differentiation

OVA was given orally to pups as described in “induction of oral tolerance in early life”
paragraph. One week after last OVA administration, MLN cells were harvested from pups and
cultured with OVA (100pg/ml) during 3 days. Cells were then re-stimulated with OVA
(100pg/ml), anti-CD28 mAb (BD) and with Brefeldin A (5uM, Sigma) during 5 hours. Cells
were stained with anti-CD4 mADb, fixed, permeabilized using cytofix/cytoperm reagent (BD)
and stained with anti-IL-5, anti-IL-10, anti- IL-17 or anti-IFN-y mAbs (BD) and analyzed by

flow cytometry.

Retinol levels in serum

Serum was harvested from pups aged 5, 12 or 17 days by intra-cardiac puncture and kept away
from light and at -80° until further analyzis. Retinol levels were analyzed by high performance
liquid chromatography using Reagent kit from Chromsystems in collaboration with Dr Francois

Boutboul at Hopital Pasteur, Nice.

Dendritic cell phenotype

MLN single cells suspensions from pups aged 4-5, 11-12 or 17 days were stained with anti-
CD11c, anti-MHCII, anti-F4/80, anti-CD11b, anti-CD103 mAbs (all from BD and
eBiosciences). Macrophages were excluded from the analysis according to their expression of
CD11b and F4/80. Double expression of MHCII and CD11c defined DC population which was
further sub-divided by CD103 expression. CD103" DC were analysed for their RALDH
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enzyme activity using Stem cell protocol and reagents (Stem cell, France). A specific inhibitor
of RALDH, diethylaminobenzaldehyde (DEAB), was used to control for background

fluorescence.

OVA uptake

MLN from pups that were 4-5 days old (1week) or 17 days (3 weeks) old were harvested and
digested with collagenase 1 (4000Ul, Gibco, France) and DNAse (2000 Ul, Roche, France) for
15 min at 37 ° C. One 10° of MLN cells were incubated with 10pg/ml of OVA-alexa 488 (Life
technologies, France) during 40 min at 37°C. Percentage of CD11c™ MHCII" CD103" OVA*
DC was assessed by flow cytometry. Culture without OVA was performed to determine
fluorescence specific for OVA uptake and background fluorescence of cells pulsed at 0°C was

always subtracted.

Statistical analysis

Statistical significance was assessed using a two-tail p-value calculated with Mann-Whitney
non-parametric test using GraphPad Prism software. *** P < 0.001; ** P <0.01; * P <0.05; ns

P>0.05
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RESULTS

Oral tolerance induced in early life is IFN-y dependent

We addressed mechanisms of oral tolerance induction in early life in an animal model
whereby soluble OVA is given orally to mice through maternal milk during the whole
lactation period(Verhasselt et al., 2008). The efficiency of oral tolerance induction to OVA
was assessed in the adult in a model of allergic airway inflammation in order to determine
whether immune tolerance induced in the neonate gut could affect allergic immune responses
at distant sites. Eosinophilic airway inflammation (Fig 1, A), serum OVA specific IgE levels
(Fig 1, B) and lung IL-13 secretion (Fig 1, C) were monitored to evaluate allergic airway
inflammation. Depletion of CD25" Foxp3* Tregs by administration of specific monoclonal
antibodies at the time of antigen immunization and respiratory challenges had no effect on
systemic tolerance induced by oral OVA administration during lactation period ((Verhasselt et
al., 2008) and Fig 1 A, B ,C ). We further confirmed that Foxp3 Tregs were not involved in
oral tolerance in early life since conversion of endogenous and OVA-specific T cells into
Foxp3 expressing Tregs were not increased by oral OVA administration (Fig 1, D). To assess
the role of 1L-10 secreting Trl and TGF-beta secreting Th3 lymphocytes, we next neutralized
IL-10 or TGF-B; this strategy did not have neither an impact on prevention of allergic
disease (Fig 1, A, B, C). Altogether, these data indicate that prevention of allergic disease by
oral antigen administration in early life is not mediated by Tregs classically reported in the
adult. We then assessed the role of IFN-y in the protection observed in view of its described
beneficial effect in allergic disease (Brand et al., 2012; Cohn et al., 1999; Iwamoto et al.,
1993; Leonard et al., 1997; Nakagome et al., 2009). We found a significant increase of IFN-y
secretion by CD4*T lymphocytes from mesenteric lymph node (MLN) of mice after weaning

and in their lung after OV A respiratory challenges indicating that Thl differentiation was
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induced both in the gut associated lymphoid tissue and at distant site in mice who received
OVA orally during lactation period (Fig 1, E, F). Importantly, the neutralization of IFN-
v restored the allergic phenotype demonstrating that Thl differentiation induced in mice that

received OVA during early life was responsible for their protection (Fig 1, A, B ,C)..

Ontogeny of oral tolerance induction in early life

To address the question of the optimal window of oral antigen exposure for tolerance
induction and allergic disease prevention, OVA was given orally to mice through maternal
milk during their first, second or third week of life and the efficiency of oral tolerance
induction to OVA was assessed as described above. As shown in Figure 2, oral OVA
administration to pups during the third week of life resulted in profound inhibition of
eosinophilic airway inflammation (Fig 2, A), serum OVA specific IgE levels (Fig 2, B) and
lung IL-13 secretion (Fig 2, C) compared to mice that did not receive OVA. This protection
was comparable to the one we observed upon OVA administration during the whole lactation
period (Fig 1) . In contrast, OVA-induced allergic airway inflammation was only partially
prevented in mice when OV A was given during their second week of life while no significant
prevention was observed if given during the first week (Fig 2). These data demonstrate that
allergic disease prevention by oral antigen administration is a maturating process that is not

efficient at birth even when antigen is administered through physiological breast milk route.

Oral Antigen is ignored in neonates due to deficient antigen presentation by

mesenteric lymph node cells
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We next focus on the mechanisms of inefficient oral tolerance induction in neonates and
assessed whether oral OVA administration to neonates was able to induce Th1l differentiation
as observed in 3 week old mice. We found that OVA administration during the first 2 weeks
of life was not able to induce in vivo Thl cell differentiation (Fig 3, A); IL-5, IL-10, IL-17
were undetectable. We next assessed in vitro whether a defect in antigen presentation by
neonatal MLN cells underlined this inability. We observed a gradual age-related increased
capacity of MLN cells to drive antigen specific adult CD4" T lymphocyte proliferation (Fig 3,
B, C) and differentiation (Fig 3, D). Interestingly, IFN-y secretion increased 2.5-fold when T
cells were stimulated by week 3 MLN cells compared to week 1 MLN cells. IL-13 and IL-17
increased to a lesser extend (1.3 and 1.7-fold respectively) while there was a trend towards

decreased Foxp3 conversion (Fig 3, E).

Decreased retinaldehyde dehydrogenase activity in neonatal MLN

CD103'DC

Among MLN cells, dendritic cells (DC) are key players for naive T cell activation (Merad et
al., 2013) and low DC frequency in the neonatal spleen have been described as a causal factor
for defective antigen presenting cell function in the neonate (Lu et al., 1979; Muthukkumar et
al., 2000; Sun et al., 2003). Our analysis of MHCII* CD11c* DC representation among MLN
cells revealed a significant decrease in their number but there was no difference in their
proportion among all MLN cells in 1, 2 or 3 week old mice (Fig 4,A). The ability of MLN
CD103*" MHCII* CD11c* DC to metabolize vitamin A into retinoic acid as a result of
retinaldehyde dehydrogenase (RALDH) expression, confers a critical role of this DC
population in the initiation and regulation of mucosal adaptive immune response (Agace and

Persson, 2012; Benson et al., 2007; Coombes et al., 2007; Hall et al., 2011b; Mucida et al.,
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2007; Sun et al., 2007). When analysing the representation of CD103* DC displaying RALDH
activity in MLN cells from 1, 2 or 3 week old pups, we found that both number and the
frequency of CD103* RALDH" MLN DC were significantly lower in 1 week old compared to
3 week old pups (Fig 4, B, C) and this increase paralleled their maturation of oral tolerance

with age (Fig 2).

Defect in neonatal antigen presenting cells function and RALDH activity is

due to physiological vitamin A insufficiency

Prolonged vitamin A deficient diet is associated with low serum retinol levels (Ross, 2010)
and low RALDH expression in CD103" MLN DC (Molenaar et al., 2011; Villablanca et al.,
2011). We therefore measured retinol level in serum from 1 and 3 week old pups breastfed by
mothers receiving a diet containing standard vitamin A levels. We found that 1 week old
neonates had very low serum retinol levels (0.29 + 0.05uM (mean £ sem, n=6; Fig 5, A).
These levels are significantly lower than in 3 week old pups (Fig 5, A) and are comparable to
the levels found in adult mice fed with vitamin A deficient diet for a prolonged period of time
(Ross, 2010). We next decided to determine whether there was a causality relation between
low neonatal retinol levels on the one hand and low RALDH expression in neonatal MLN
CD103" DCs, deficient ability of neonatal MLN cells to stimulate T cells in vitro and
inefficient oral tolerance in neonates on the other hand. We supplemented lactating mice with
vitamin A-enriched diet (Ross, 2010; Schuster et al., 2008) to increase neonatal retinol level
and we successfully augmented neonatal retinol levels to the levels found in 3 week old pups
breastfed by mothers with normal diet (Fig 5, A). In vitamin A-supplemented neonates,
percentage of MLN CD103" DC displaying RALDH activity reached the same value as 3

week old mice (Fig 5, B, C).
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Vitamin A supplementation breaks neonatal oral antigen ignorance

We further assessed whether vitamin A supplementation was sufficient to allow neonatal
efficient antigen presentation and T cell differentiation. We found an increased capacity of
MLN cells from vitamin A supplemented neonates to stimulate T cell proliferation and IFN-y
secretion to levels, which were comparable to the ones observed when stimulated by MLN
cells from 3 week old mice (Fig 6, A, B). The role of RALDH expression in the increased
antigen presentation capacity of MLN cells from neonates under vitamin A supplement was
confirmed by the addition of RALDH inhibitor LE135 to culture, which completely abolished
enhanced proliferation and IFN-y secretion by MLN cells from neonates supplemented with
vitamin A (Fig 6, A, B). In parallel to these in vitro experiments, we assessed in vivo if
vitamin A allowed IFN-y secretion by CD4" T lymphocytes in response to oral OVA
administration from first week of life. As shown in Figure 6, C, while IFN-y was at the limit
of detection in MLN CD4" T lymphocytes from neonates which had received OVA during
their first week, we found similar percentages of IFN-y secreting CD4* T lymphocytes in
neonates supplemented with vitamin A to the 3 week old mice. In vivo conversion of Foxp3
Tregs was not increased by vitamin A supplementation (Supplementary Fig 1). These in vitro
and in vivo experiments indicate that vitamin A supplementation in neonates increases the
ability of neonatal antigen presenting cells to present OVA to lymphocytes and to induce their

Th1 differentiation.

We next asked by which mechanisms neonatal antigen presenting cell function was
augmented by vitamin A supplementation. MHCII and CD86 co-stimulatory molecules
expression on DC are essential for naive lymphocytes activation (Merad et al., 2013) and were

shown to be increased by retinoids (Geissmann et al., 2003). However, their expression was
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similar on MLN CD103" DC from neonates regardless of their vitamin A supplementation
(Supplementary Fig 2). We then assessed the capacity of neonatal MLN CD103* DC to
capture OV as a necessary and limiting step for antigen presentation (Sallusto et al., 1995)
(Fig 3, E). We found that neonatal MLN CD103" DC had a poor capacity to capture OVA as
compared to DC from 3 week old mice while vitamin A supplementation induced a major
increase in their antigen capture capacity (Fig 7, A, B). These data indicate that deficient
antigen capture is most probably a key causal factor for deficient antigen presentation by

neonatal MLN cells and inability to mount tolerance towards orally administered antigen.

Vitamin A supplementation stimulates IFN-y mediated oral tolerance in

neonates

We then assessed whether vitamin A-induced increased capacity of MLN DC to capture
antigen and present it to T lymphocytes would allow oral tolerance induction to OVA from
first week of life. Oral OVA administration during the first week of life to mice with vitamin
A supplementation inhibited allergic airway inflammation evoked by systemic immunization
of adult mice to the same extend as when OV A had been given during their third week (Fig 8
A, C). However, OVA specific IgE were not significantly affected (Fig 8, B). Eventually, we
determined if vitamin A-restored neonatal oral tolerance was IFN-y dependent as observed
when induced in 3 week old mice (Fig 1, B). We found that neutralization of IFN-y totally
abolished allergy prevention by oral antigen administration in neonates supplemented with

vitamin A (Fig 8).
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DISCUSSION

We demonstrated in this work that oral tolerance induction for allergic disease prevention
is a maturating process that becomes efficient only in the third week of life These data are critical in
light of the epidemiological studies indicating that there is an optimal time window of 4 to 6 months
for oral antigen exposure and prevention of allergic disease. We identified that a physiological
vitamin A deficiency in neonates was the cause of their inefficient immune regulation. In
particular, we found vitamin A deficiency in neonates to be responsible for oral antigen
ignorance as shown by poor T cell proliferation and differentiation both in vitro by neonatal
APC and in vivo upon oral OVA administration. We further demonstrated antigen ignorance
to be due to a decreased expression of RALDH in neonatal CD103" DC and to their deficient
antigen uptake capacity. Importantly, supplementation with vitamin A during neonatal period
was sufficient to turn neonatal immune responses into responses comparable to the ones
observed in 3 week old mice and allowed oral tolerance induction and prevention of allergic
disease from birth. Finally, the data presented here showed that, in early life, Thl
differentiation but not Foxp3* and/or IL-10 or TGF-p secretingTregs are essential for

subsequent allergic disease development prevention by early oral antigen exposure.

The low vitamin A levels in neonatal mice breastfed by mother with normal diet are in
agreement with previous publication in mice (Garcia et al., 2005) and, importantly also in
well-nourished humans. Indeed, there are numerous reports of low vitamin A levels in serum
and livers of healthy human neonates, infants and children from countries with vitamin A
sufficient diet (Delvin et al., 2000; Haskell and Brown, 1999; Malvy et al., 1993; Mitchell et
al., 1973; Olson et al., 1984; Pesonen et al., 2007; Shenai et al., 1981). Infants are born with
low body stores of vitamin A regardless of maternal vitamin A status and in well-nourished
populations the ratio of vitamin A in maternal plasma versus cord blood is 2:1 (Haskell and

Brown, 1999).
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While it is clearly established that gut CD103" RALDH™ dendritic cells stimulate

Foxp3 Tregs induction by vitamin A conversion into retinoic acid (Agace and Persson, 2012;
Benson et al., 2007; Coombes et al., 2007; Hall et al., 2011b; Mucida et al., 2007; Sun et al.,
2007), the requirement for vitamin A in prevention of immune — mediated diseases by oral
tolerance has never been demonstrated. This was suggested in only one paper showing that
delayed type hypersensitivity (DTH) couldn’t be prevented by oral antigen administration in
vitamin A-deficient adult mice (Cassani et al., 2011b). Here, we demonstrate the critical role
of vitamin A in early life for oral tolerance induction and prevention of an immune-mediated
disease that is known from epidemiological studies to have its origin in this period of life
(Holt et al., 2005; Wahn and von Mutius, 2001). Importantly, our observations are made in a
context where vitamin A deficiency is physiological and mice are healthy which contrasts
with observations made in adult mice under prolonged vitamin A deficient diet whose health

is severely compromised (Moore and Holmes, 1971).

Unexpectedly from ex vivo reports in adults, both our ex vivo and in vivo data
indicated that Foxp3 Tregs are not involved in oral tolerance induced in vitamin A-
supplemented neonates but Th1 cells. Moreover, Th1 cells were also necessary for allergy
prevention by oral antigen administration induced in non supplemented 3 week old mice. The
role of IFN-y in oral tolerance in adult was only demonstrated twice (Kweon et al., 1998; Lee
et al., 2000) while most of the studies on oral tolerance implicate Tregs cells that secrete the
suppressive cytokines IL-10 and TGF-beta and/or express Foxp3 (Faria and Weiner, 2005;
Pabst and Mowat, 2012). However, our data are supported by reports both in adult mice and
human on protective effects of IFN-y in allergic disease (Brand et al., 2012; Cohn et al., 1999;
Iwamoto et al., 1993; Leonard et al., 1997; Nakagome et al., 2009) but also in auto-immune
disease revealing a regulatory role of this cytokine(Chu et al., 2007; Chu et al., 2000;

Nakajima et al., 1990). Importantly, reduced IFN-y during early life is a consistent and central
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finding in the pathogenesis of allergic disease (reviewed in (Vuillermin et al., 2009)).
Following birth, there is an up-regulation of the IFN-y response capacity of CD4+ T cells in
healthy children which is not observed or delayed in atopic children ((Tulic et al., 2011) and
reviewed in (Holt et al., 2005)). Microbial exposure in early life has been proposed to
promote such up-regulation (Roponen et al., 2005). The data brought in this report strongly
suggest that the progressive increase in vitamin A levels in early life is central for increasing
capacity of Th1l differentiation in response to oral antigen exposure and thereby allergic
disease prevention. They also stress that, in early life, inducing Foxp3 Tregs for allergic
disease prevention shouldn’be the only biological objective and Thl induction should be

considered with interest.

Vitamin A supplementation is already advocated for prevention of early life morbidity
in developing countries where supplies of vitamin A in the diet are insufficient (Sommer,
2008; Stephensen, 2001). In the context of the major increase in allergic disease risk in well-
nourished western countries, we may also propose vitamin A supplementation in early life to
accelerate neonatal immune system maturation and allow oral tolerance and allergic disease
prevention from birth. This is supported by reports on inverse association between serum
retinol concentration and allergic manifestations in children and young adults (Al Senaidy,
2009; Arora et al., 2002; Pesonen et al., 2007). In addition, in the case of allergic asthma,
immune —mediated protective effect of vitamin A may be reinforced by its restrictive effect
on lung smooth cells differentiation and prevention of airway hyperresponsiveness (Chen et

al., 2014).

In conclusion, we have identified that, a micronutrient environment specific for the
neonatal period, conditions immune system function towards oral antigen ignorance. Vitamin
A supplementation in neonates is sufficient to break oral antigen ignorance and stimulates

IFN-y secretion which is a critical cytokine in this period of life for allergic disease
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prevention. The identification of mechanisms underlying efficiency of induction of a key

process for immune homeostasis should help prevent allergic disease in early life.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1: Mechanisms of oral tolerance induced in early life

(A, B, C) OVA was given orally during the first 3 weeks (blue bars) of life or not (white bars).
The role of IL-10, TGF-f, IFN-y or CD25* Foxp3* T cells in adult tolerant mice was assessed by
IP administration of control mAb or specific mAb before OVA immunization and respiratory
challenges. Number of eosinophils in BAL (A), serum levels of OVA-specific IgE (B) and IL-13
cytokine secretion by lung cells (C) are represented. (D) Percentage of Foxp3* cells among
OVA specific Kj1-26* CD4* T cells and among endogenous CD4+ T cells in MLN of 4 week old
mice injected with CD4*T cells from RAG-2-deficient DO11.10 TCR transgenic mice who
received OVA orally during the first 3 weeks of life (blue bars) or not (white bars). (E)
Intracellular expression of IFN-y in MLN CD4* T cells of 4 week old mice who received OVA
orally during the first 3 weeks of life (blue bars) or not (white bars) after OVA and anti-CD28
in vitro re-stimulation. (F) IFN-y secretion by lung cells of mice who received OVA orally
during the first 3 weeks of life (blue bars) or not (white bars) and after OVA immunization
and respiratory challenges. Data are expressed as mean +s.e.m. of 2 (A, B, C, E, F) or 3 (D)
experiments with n = 6— 8 mice per group in each experiment. A representative FACS profile
of intracellular expression of IFN-y is shown in (E). *** P <0.001; ** P<0.01; * P<0.05; ns P

> 0.05.

Figure 2: Ontogeny of oral tolerance induction

(A, B, C). OVA was given orally or not (none, white bars) to mice during their 15t week (wk1,

red bars), 2"? week (wk2, green bars) or 3™ week (wk3, blue bars) of life. When adult,

115



efficiency of tolerance induction was addressed by systemic immunization with OVA in alum
followed by OVA respiratory challenges and allergic airway disease assessment. Number of
eosinophils in bronchoalveolar lavage (BAL) (A), serum levels of OVA-specific IgE (B) and IL-
13 cytokine secretion by lung cells (C) are represented. Data are expressed as mean * s.e.m.
of 2 experiments with n = 6 — 8 mice per group in each experiment ** P <0.01; * P < 0.05; ns

P >0.05.

Figure 3: Antigen ignorance in neonates due to defective antigen presenting cell function

(A) Intracellular expression of IFN-y in MLN CD4* T cells of mice who received OVA orally
during the first (red bars), second (green bars) or third (blue bars) week of life after OVA and
anti-CD28 in vitro re-stimulation. (B,C,D,E) MLN cells from 1 (wk1, red bar), 2 (wk2, green
bar) or 3 (wk3, blue bar) week old pups were cultured in the presence of OVA with OVA
specific CFSE-labeled Kj1-26* CD4* T cells purified from adult RAG-2-deficient DO11.10 TCR
transgenic mice. (B,C) Analysis of CFSE dilution by flow cytometry, (D) IFN-y, I1L-13, IL-17
secretion in culture supernatant and (E) Foxp3 conversion are represented. Data are
expressed as mean t s.e.m. of 5 experiments with n = 6 — 8 mice per group in each
experiment. A representative FACS profile of CFSE dilution is shown in (C). ** P <0.01; * P <

0.05; ns P >0.05.

Figure 4: Defective RALDH activity in neonatal MLN CD103*DC

(A) Number and percentage of MHCII+ CD11c+ cells among total MLN cells. (B, C) The
number and percentage of MHCII* CD103*CD11c* DC displaying RALDH activity was assessed

by flow cytometry using fluorescent Aldefluor ALDH substrate. A specific inhibitor of ALDH,
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diethylaminobenzaldehyde (DEAB), was used to control for background fluorescence. Data
are expressed as mean t s.e.m. of 3 experiments with n = 6 — 8 mice per group in each
experiment (A, B). A representative FACS profile of RALDH activity is shown in (C). * P < 0.05;

ns P> 0.05.

Figure 5: Maternal vitamin A supplementation increases neonatal serum retinol levels and

RALDH activity in MLN CD103* DC

(A) Serum retinol levels were measured by HPLC and (B, C) RALDH* CD103* MLN DC
frequency were determined as described in Fig.4, in 1 week old pups with control diet (wk1,
red bars) or with vitamin A supplementation (vitA wk1, red-diagonal bars) and in 3 week old
pups with control diet (wk3, blue bars). Data are expressed as mean * s.e.m of values
obtained in 6 mice in each experimental group (A) and as mean + s.e.m. of 3 experiments
with n = 6 — 8 mice per group in each experiment (B); a representative FACS profile of RALDH

activity is shown in (C) ** P < 0.01; * P < 0.05; ns P > 0.05.

Figure 6: Increased RALDH activity in neonatal MLN CD103* DC improves antigen

presenting cell function and Th1 differentiation

(A, B) MLN cells from 1 week old pups with control diet (wk1, red bars) or with vitamin A
supplementation (vitA wk1, red-diagonal bars) and MLN cells from 3 week old pups with
control diet (wk3, blue bars) were cultured in the presence of OVA with OVA specific CFSE-
labeled Kj1-26* CD4* T cells purified from adult RAG-2-deficient DO11.10 TCR transgenic

mice. When indicated, LE135 RALDH inhibitor was added to culture of MLN cells of 1 week
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old pup with vitamin A supplement (vitA wk1 + LE135, red-horizontal bars). In vitro antigen
presenting function was assessed by analysis of CFSE dilution by flow cytometry (A) and IFN-
y secretion in culture supernatant (B). (C) Intracellular expression of IFN-y in MLN CD4* T
cells of 4 week old mice which received OVA alone orally during the first week of life (red
bars), OVA and vitamin A during the first week of life (red-diagonal bars) or OVA alone in the
third week of life (blue bars). Data are expressed as mean = s.e.m of 5 (A, B) and 2 (C)

experiments with n = 6 — 8 mice per group in each experiment * P < 0.05; ns P > 0.05.

Figure 7: Improved APC function in vitamin A-supplemented neonates is due to increased

MLN CD103* DC antigen uptake capacity.

(A) Antigen uptake was assessed by analyzing by flow cytometry the in vitro capture of
fluorescent OVA-alexa 488 by MHCII* CD11c* CD103* DC in MLN cells. Data are expressed as
mean + s.e.m of 2 experiments with n = 6 — 8 mice per group in each experiment; (B) a
representative FACS profile of OVA uptake is shown in where negative control correspond to

fluorescence observed in the absence of added OVA. ** P <0.01; * P < 0.05; ns P > 0.05.

Figure 8: Vitamin A supplementation allows IFN-y dependent oral tolerance induction in

neonates

OVA was given orally during the 15t week of life of pups with control diet (wk1, red bars) or
with vitamin A supplementation (vitA wk1, red-diagonal bars) and during the 3™ week of life
of pups without vitamin A supplementation (wk3, blue bars). In addition, IFN-g was

neutralized by IP administration of specific mAb before OVA immunization and respiratory
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challenges in mice that had received OVA during the 15 week of life of pups with control diet
(wk1, red, black-horizontal bars,) or with vitamin A supplementation (vitA wkl, red-
horizontal bars) and during the 3" week of life of pups without vitamin A supplementation
(wk3, blue, black-horizontal bars). Number of eosinophils in bronchoalveolar lavage (BAL)
(A), serum levels of OVA-specific IgE (B) and IL-13 cytokine secretion by lung cells (C) after
allergic airway disease induction protocol are represented. Data are expressed as mean +
s.e.m of 3 independent experiments with n = 6 — 8 mice per group in each experiment. *** P

<0.001; ** P<0.01; *P<0.05; nsP>0.05.
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Figure 1: Mechanisms of oral tolerance induced in early life
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Figure 2: Ontogeny of oral tolerance induction
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Figure 3: Antigen ignorance in neonates due to defective antigen presenting cell function

A

R

0.6

0.4

IFN-y* cells
among CD4" cells (%)

0.0
wkl wk2 wk3

Oral OVA administration

B ©)

—~
~

IFN-y (ng/ml)

SN
S m
~ v‘v
§ 2 35.8 1 80.7
3 |
T ., 'J
o m
- 0O
o '\
= ©
O N I)
o D i/
= - 1 e Y
o M T T T T | maaasy s e e LB ERL pa e ) s
o 10° 10 10° 10" 10* 10°
wk1 wk2 wk3
(D) (B) ns
* * 06 * .
o &
c =3
8 =3 = g2
£ £ o4 g 3
& = 2 T’
o ~ o 8
¢ j j 02 o+ 1
2 =t - %8
=
0 o 00 X0
wkl wk2 wk3 wkl wk2 wk3 wkl wk2 wk3 wkl wk2 wk3

122



Figure 4: Defective RALDH activity in neonatal MLN CD103*DC
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Figure 5: Maternal vitamin A supplementation increases neonatal serum retinol levels and RALDH
activity in MLN CD103* DC
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Figure 6: Increased RALDH activity in neonatal MLN CD103* DC improves antigen presenting cell function
and Th1 differentiation
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Figure 7: Improved APC function in vitamin A-supplemented neonates is due to increased MLN CD103*
DC antigen uptake capacity.
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Figure 8: Vitamin A supplementation allows IFN-y dependent oral tolerance induction in neonates
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Supplementary figures

Supplementary figure 1
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Impact of vitamin A supplementation on in vivo induction of Foxp3 Tregs in neonates. OVA was
given orally during the 1%t week with confrol diet (red bars) or with vitamin A supplementation
(red-diagonal bars) or during the 3™ week (blue bars) of life in mice with control diet. One week
after last OVA administration. the percentage of Foxp3™ cells among OVA specific Kj1-26" CD4*
T cells in MLN cells of mice injected with CD4* T cells from RAG-2-deficient DO11.10 TCR
transgenic mice was determined. Data represent mean +/- sem of 2 independent experiments with

6-8 mice per group. ns. P> 0.05
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Supplementary figure 2
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Discussion
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[) Lestaux de vitamine A chez le nouveau-né
humain

On observe fréquemment une déficience en vitamine A en tout début de vie, que ce soit dans les pays
en voie de développement comme dans les pays industrialisés. En effet, des études cliniques menées
en Indonésie (Stoltzfus et al., 1993), au Brésil (Olson, 1979) ou au Bangladesh (Rice et al., 1999)
démontrent que plus de 90% des enfants nés dans ces pays en voie de développement sont déficients
en vitamine A. Une étude se concentrant sur les Etats-Unis a également démontré un déficit en
vitamine A chez les enfants dans les pays développés : environ 30% des enfants agés de moins de 1
mois et environ 15% des enfants entre 1 et 6 mois ont des taux de vitamine A hépatiques considérés
comme déficients (<5ug/g de foie) (Olson et al., 1984). Ainsi, méme si seulement une partie de ces
enfants sont considérés comme déficients, quasiment tous les enfants naissent avec des taux trés bas
de vitamine A hépatique, environ 20ug/g. En absence d’apport de rétinol dans I'alimentation, les stocks
hépatiques du nouveau-né ne lui permettront de survivre que deux semaines (Humphrey and Rice,
2000) Les taux sériques de rétinol et de rétinol binding protein sont également trés bas a la naissance,
correspondant a environ la moitié des taux observés chez la mére (Shenai et al., 1981; Vahlquist et al.,
1975). Pendant les 6 premiers mois de vie, les enfants sains et bien nourris vont doubler la taille de
leur foie et multiplier par 5 sa concentration en vitamine A augmentant les stocks de vitamine A a
100pg/g a 6 mois, ce qui correspond a un taux comparable a I'adulte (entre 100 et 150ug/g). Ceci est
réalisé grace a I'absorption de la vitamine A présente dans le lait maternel lorsque la meére est nourrie
de maniére équilibrée (entre 40 et 70ug de vitamine A/ dl de lait maternel) ou grace a I'utilisation de
formules de lait commerciales généralement enrichies en vitamine A (Chappell et al., 1985; Haskell
and Brown, 1999). Ainsi, au cours de ses 6 premiers mois, un enfant bien nourri aura ingéré environ
85mg de vitamine A, en aura absorbé 90%, utilisé environ 60mg pour sa consommation quotidienne
puis stocké le reste au niveau de son foie. Un apport basal par le lait maternel afin de remplir les
conditions nécessaires au bon développement du nouveau-né est donc estimé a environ 400ug de
vitamine A par jour (Olson, 1987). On estime également que dans les pays en voie de développement,
I"apport en vitamine A est réduit d’au moins de moitié, rendant tout stockage hépatique impossible.
Ainsi, alors que dans la plupart des pays développés, la déficience en vitamine A physiologique des
nouveau-nés est compensée a partir du 6™ mois, dans les pays en voie de développement, les enfants
vont rester déficients en vitamine A a moins qu’une supplémentation soit effectuée afin de rétablir les
stocks de vitamine A hépatique. Les taux bas en vitamine A a la naissance s’expliquent par le contrdle
tres régulé du passage de la vitamine A in utero. En effet, les effets majeurs des rétinoides sur le
développement embryonnaire et foetal font de cette régulation une étape clé. Ainsi, méme lors d’une
supplémentation en vitamine A au cours de la grossesse, les taux de rétinol hépatique du foetus vont
rester stables démontrant un contrdle précis du passage du rétinol a travers la barriére placentaire
(Montreewasuwat and Olson, 1979). De plus, les taux de rétinol binding protein sont également tres
bas chez le foetus, régulant ainsi la circulation du rétinol en période fcetale.

En conclusion, suite a la régulation précise des taux de vitamine A au cours de la grossesse, tous les
nouveau-nés, méme nés de meéres bien nourries, naissent avec des taux bas en vitamine A, ce qui
confirme les résultats que j'ai obtenus chez la souris. Un apport quotidien en vitamine A via le lait
maternel est nécessaire afin de compenser ce défaut au cours des 6 premiers mois de vie. Une
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supplémentation en vitamine A, déja préconisée chez les meres déficientes en vitamine A et de
maniere empirique chez la plupart des meres semble donc tout a fait envisageable a condition de
déterminer une dose optimale en fonction du statut de la mere allaitante.

TABLE 1
Liver vitamin A and carotenoid values as a function of age (n = 170)
Yitamin A*
Age Typet n
Median Mean %= 5D Range % =5upfe % =s20uB

0-6 day P 46 11 16 £ 16 0-77 26 72
7-30 day P 14 3 19 +44§ 0-168 57 79
1<2mo P 3 3 3£006 3 100 100
0-6 day N 22 11 22+ 26 0-98 27 64
7-30 day N 7 21 23+£20 0-54 29 43
1<2mo N 8 13 14+ 8 7-32 0 88
2<3mo 7 15 15+9 0-29 14 71
J<d4mo 9 43 43 + 27 4-94 11 22
4 <6 mo 12 47 44 + 26 2-96 8 25
6<12mo 5 103 8759  22-165 0 0
1<2yr 13 65 78 + 43 16-144 0 8
2<4yr 8 130 109+t64  26-185 0 0
4 <8yr 12 120 154139 23-485 0 0
8<15yr 4 124 187+ 182 47-455 0 0

* Total vitamin A is expressed as ug retinol per g wet wt of liver.

Figure 18: Taux de vitamine A hépatiques en fonction de I'age

D’aprés “Liver concentrations of vitamin A and carotenoids, as a function of age and other parameters,
of American children who died of various causes”, Olson et al., The American journal of clinical
nutrition, 1984

132



[I[) Lavitamine A dans la tolérance orale

1) Impact de la vitamine A sur les lymphocytes T régulateurs

Comme énoncé précédemment, |'acide rétinoique, métabolite de la vitamine A, joue un réle crucial
dans la génération in vitro des lymphocytes T régulateurs Foxp3 au niveau du tissu lymphoide associé
a l'intestin. Ces lymphocytes T régulateurs sont connus pour avoir une importance capitale dans
I'induction de tolérance orale. Cependant trés peu d’études se sont intéressées au lien direct entre la
vitamine A, 'acide rétinoique et la tolérance orale in vivo. Alors que de nombreuses études ont mis en
évidence I'impact de I'acide rétinoique sur la génération des lymphocytes T régulateurs in vitro, les
résultats in vivo sont beaucoup plus contradictoires (Cassani et al., 2011a). La vitamine A peut agir de
deux manieres sur les lymphocytes T régulateurs. Elle peut participer au maintien des lymphocytes T
régulateurs en conditions basales ou participer a leur induction en cas de besoin.

En conditions basales, une premiére étude a démontré que les taux de lymphocytes T régulateurs
Foxp3 étaient les mémes en absence ou en présence de vitamine A mais que leurs phénotypes étaient
différents (Kang et al., 2009). Une autre étude a ensuite confirmé ces résultats dans la lamina propria
(Cha et al., 2010). Enfin, deux autres travaux ont confirmé ces résultats mais dans le premier, les
auteurs ne se sont intéressés qu’aux lymphocytes T régulateurs sécréteurs d’IL-10 (Cassani et al.,
2011b) et dans le deuxiéme, les auteurs avancent la possibilité que le taux constant de lymphocytes T
régulateurs en absence de vitamine A est d0 a une prolifération excessive des lymphocytes T
régulateurs naturels (Hall et al., 2011a). Au cours de ma thése, j’ai pu mettre en évidence un déficit en
vitamine A en début de vie qui n’est pas non plus associé a un déficit de lymphocytes T régulateurs. En
conclusion, il semblerait qu’un déficit en vitamine A n’influe pas sur la présence des lymphocytes T
régulateurs en conditions basales.

Au niveau de I'induction des lymphocytes T régulateurs, les résultats sont beaucoup plus controversés.
Ainsi, une premiere étude a démontré la possibilité d’induire des lymphocytes T régulateurs Foxp3
chez des souris soumises a un régime déficient en vitamine A et la capacité de ces lymphocytes T
régulateurs a inhiber I'inflammation intestinale dans un modéle de maladie de Crohn (Kang et al.,
2009). Une deuxiéme étude a ensuite confirmé ces résultats, mettant en évidence un défaut de
génération des lymphocytes Th17 mais sans aucune altération de la génération des lymphocytes T
régulateurs Foxp3 chez des souris déficientes en vitamine A (Cha et al., 2010). Cependant, une autre
étude a au contraire mis en avant I'impact que pouvait avoir une déficience en vitamine A sur
I'induction de lymphocytes T régulateurs Foxp3, en insistant sur le fait que les études précédentes
n’avaient pas fait la distinction entre lymphocytes T régulateurs naturels et induits (Hall et al., 2011a).
De méme, il apparait que l'induction de lymphocytes Trl, sécréteurs d’IL-10 soit également
insuffisante dans une souris déficiente en vitamine A. De plus, les marqueurs de domiciliation a
I'intestin sont également absents de ces lymphocytes T régulateurs, or cette étape est essentielle a
I'induction de tolérance orale (Cassani et al., 2011b) Enfin, alors que le RARa (récepteur a I'acide
rétinoique) a été mis en évidence comme un facteur essentiel de la génération des lymphocytes T
régulateurs Foxp3 in vitro, les souris déficientes en RARa sont tout a fait capables de générer des
lymphocytes T régulateurs in vivo (Hill et al., 2008). Dans le modéle que j'ai utilisé au cours de ma
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these, on n'observe pas d’induction de lymphocytes T régulateurs en absence comme en présence de
vitamine A. La tolérance observée en début de vie n’étant pas due a l'induction de lymphocytes T
régulateurs mais a une différenciation Thl, mon travail de thése n’apporte pas d’informations
supplémentaires sur cette étape. En conclusion, le lien entre la vitamine A et son métabolite I'acide
rétinoique d’'une part et I'induction de lymphocytes T régulateurs in vivo d’autre part semble beaucoup
plus complexe que la génération de lymphocytes T régulateurs in vitro, mettant en avant la nécessité
de l'identification d’autres facteurs nécessaires a cette étape clé de I'induction de tolérance orale.

2) La tolérance orale in vivo

L'acide rétinoique induit la génération de lymphocytes T régulateurs ainsi que I'expression de
molécules de domiciliation a I'intestin sur ces lymphocytes T (Mora, 2008). Or ces deux étapes sont
essentielles pour I'induction de tolérance orale. Alors que plusieurs études ont démontré que les souris
déficientes en molécules de domiciliation a I'intestin étaient incapables de mettre en place de la
tolérance orale, une seule étude a mis en évidence un défaut de tolérance orale chez les souris
déficientes en vitamine A (Cassani et al., 2011b). Dans cette étude, les auteurs utilisent des souris
déficientes pour la LRAT (Lécithine: Rétinol Acyle Transférase), qui sont incapables de stocker le rétinol
dans le foie et deviennent donc trés rapidement déficientes en vitamine A, aprés 2 a 3 semaines de
régime déficient en vitamine A. Les souris recoivent ensuite de I'OVA par voie orale puis les réponses
DTH (Delayed Type Hypersensitivity) sont mesurées. Ainsi en absence de vitamine A, I'induction de
tolérance orale n’a pas lieu, résultant en une DTH plus élevée, une prolifération et une sécrétion d’IL-
2 par les lymphocytes T augmentée et un déficit en cellules sécrétrices d’IL10. Cependant, la génération
des lymphocytes T régulateurs n’est pas modifiée, confirmant le r6le controversé de I'acide rétinoique
sur la génération des lymphocytes T régulateurs in vivo. Les auteurs mettent ainsi en avant I'étape clé
d’induction de molécules de domiciliation a I'intestin par I'acide rétinoique. Dans le modele que j’ai
mis au point au cours de ma thése, l'induction de tolérance orale est déficiente chez les nouveau-nés
dont les taux de vitamine A sont physiologiquement bas. Une supplémentation en vitamine A permet
de rétablir cette tolérance dés la 1% semaine, confirmant ainsi le role central de la vitamine A dans la
tolérance orale. Or j'ai pu démontrer que I'augmentation de la sécrétion d’acide rétinoique par les
cellules dendritiques ne permettait ni d’induire des lymphocytes T régulateurs Foxp3 ni une meilleure
expression du CCR9 (données non montrées). Au vu des résultats publiés par ces auteurs, il apparait
cependant nécessaire d’analyser plus en détails d’autres molécules de domiciliation a I'intestin telles
que I'a4B7, par exemple. Bien que I'acide rétinoique semble essentiel a I'induction de tolérance orale,
il a été récemment démontré qu’en présence d’IL-15, I'acide rétinoique était également capable de
jouer le role de cofacteur pour induire des cytokines pro-inflammatoire et des lymphocytes T
effecteurs suite a I'administration par voie orale d’antigene alimentaire (DePaolo et al., 2011). Compte
tenu que dans cette étude, les effets pro-Th1l et pro-Th17 de I'acide rétinoique ont été observés chez
une souris sur exprimant I'lL-15, les implications physiologiques de ces observations nécessitent d’étre
déterminées.Cependant, d’autres études ont confirmé [I'effet de I'acide rétinoique sur la
différenciation et la domiciliation a I'intestin de lymphocytes Th17 potentiellement pro-inflammatoires
(Cha et al., 2010). Ainsi, il apparait que I'acide rétinoique peut avoir un effet a la fois pro-inflammatoire
ou tolérogénique en fonction du contexte immunologique. Au cours de ma thése, j’'ai pu démontrer
que la supplémentation en vitamine A associée a une administration orale de |'antigene induisait une
protection contre le développement d’allergies via un mécanisme dépendant de I'IFN-y. Ainsi, on
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pourrait supposer qu’il existe d’autres cytokines au niveau de la muqueuse intestinale qui, associées a
I'acide rétinoique, induisent une génération de lymphocytes Thl plutét qu’une génération de
lymphocytes T régulateurs Foxp3. Ces cytokines restent encore a déterminer mais la présence d’IL-15
au niveau de la muqueuse intestinale des nouveau-nés pourrait étre une piste a envisager. J'ai pu
mettre en évidence au cours de ma these, que la présence d’IL-15 au niveau du ganglion mésentérique
n’était pas essentielle a la différenciation Th1 (données non montrées). Cependant, il apparait que la
source principale de I'IL-15 est au niveau des cellules épithéliales de la barriere intestinale. D’autres
études mériteraient donc d’étre mises en place afin de confirmer ces résultats.

Enfin, I'effet de la vitamine A sur I'épithélium intestinal pourrait également expliquer son impact sur
la tolérance orale. En effet, le défaut de tolérance orale observé en tout début de vie pourrait
également étre expliqué par I'immaturité de cet épithélium, et la tolérance orale améliorée pourrait
étre expliquée par I'activité de différenciation épithéliale connue de la vitamine A. Des études encore
en cours au laboratoire ont effectivement pu démontrer que la vitamine A permettait de diminuer la
perméabilité de I'épithélium intestinal et d’augmenter la présence et la taille des cryptes. Ces deux
parametres démontrent bien une maturation de I'intestin grace a la vitamine A qui pourrait également
jouer un réle important dans I’'amélioration de la tolérance orale en début de vie.
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[II) La vitamine A dans la prévention des
maladies allergiques

La supplémentation en vitamine A a déja été évoquée afin de réduire la morbidité et la mortalité des
enfants dans les pays en voie de développement ol I'apport en vitamine A est insuffisant (Sommer,
2008). Au vu de I'importance majeure des maladies allergiques dans notre société moderne, un certain
nombre de recherches se sont intéressées au réle que pourrait jouer la vitamine A et ses dérivés sur le
développement des maladies allergiques. Cependant, la plupart des travaux effectués ont obtenu des
résultats contradictoires. Une premiére étude a mis en évidence qu’une supplémentation en diverses
vitamines augmente le risque d’allergies alimentaire et d’asthme allergique (Milner et al., 2004). Une
deuxieme analyse a mis en évidence que I'administration de vitamine A en début de vie n’avait pas
d’effet sur le risque d’allergie a moins que cette vitamine A ne soit administrée dans de I'huile de
cacahuéte riche en oméga 3 et 6. Cette méthode semble importante a I'assimilation de la vitamine A,
afin qu’elle puisse avoir un effet (Kull et al.,, 2006). Il a ensuite été mis en évidence qu’une
supplémentation en vitamine A en tout début de vie multipliait par 3 le risque de développer une
allergie alors qu’une supplémentation a 6 mois n’avait aucun effet (Kiraly et al., 2013a; Kiraly et al.,
2013b).

Cependant une étude a démontré que les enfants agés de 2 a 12 ans qui développent de I'asthme
allergique ont des taux bas de vitamine A sérique. Ce faible taux de vitamine A est également corrélé
a la sévérité de I'asthme allergique (Arora et al., 2002). Ces résultats ont ensuite été confirmés sur le
développement d’asthme (Mizuno et al., 2006) puis une derniére étude a démontré que les enfants
qui développent une maladie allergique pendant I'enfance ou I'adolescence avaient des taux plus bas
de rétinol sanguin a 2 mois (Pesonen et al., 2007). Une méta-analyse des études sur la prévention des
maladies allergiques par une supplémentation en vitamine A a mis en évidence une association entre
le défaut de vitamine A en début de vie et le risque allergique (Nurmatov et al., 2011). Cependant, il
apparait difficile de déterminer si le défaut en vitamine A est une cause ou une conséquence des
maladies allergiques.

En conclusion, il semble exister un lien étroit entre un déficit en vitamine A et un risque de développer
des maladies allergiques. Cependant, il apparait également qu’une supplémentation en vitamine A
n’apporte pas d’amélioration voire méme apporte une aggravation des symptémes allergiques. Ceci
indique l'importance de controler la dose de supplémentation, afin de compenser le défaut en
vitamine A observé chez les individus allergiques sans dépasser les doses optimales afin de ne pas
entrainer des effets délétéres.

Chez la souris, trés peu de travaux ont étudié I'impact de la vitamine A sur le développement des
maladies allergiques révélant également des effets contradictoires d’une supplémentation en vitamine
A. Une premiere expérience a démontré un impact négatif de la supplémentation en vitamine A sur le
développement d’allergie (Schuster et al., 2008). Cependant cette étude a été réalisée chez la souris
adulte dont les taux de vitamine A sont déja optimaux, induisant ainsi un exces de vitamine A qui en
devient déléteére sur le développement des allergies. Une autre analyse a également démontré qu’un
enrichissement en vitamine A en période post-natale et aprés le sevrage induisait des réponses
allergiques amplifiées suite au contact avec un allergéne (Ruhl et al., 2007). Enfin, une étude a
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démontré qu’une supplémentation directement en acide rétinoique pouvait inhiber les réponses
allergiques ou les amplifier en fonction de la dose administrée (Matheu et al., 2009). Une derniere
expérience a confirmé les résultats positifs d’'une administration d’acide rétinoique sur I'inflammation
pulmonaire induite par une maladie allergique (Wu et al., 2013). Toutes ces recherches ont cependant
étudié I'impact d’une supplémentation a I’dge adulte, il apparaissait donc important d’étudier I'effet
d’une supplémentation en vitamine A chez le nouveau-né dans un modele de souris afin de pouvoir
étudier son impact sur les maladies allergiques et en étudier les mécanismes. Lors de ma thése j'ai pu
mettre en évidence qu’une supplémentation en vitamine A au cours de l'allaitement permettait
d’augmenter les taux de rétinol sanguin a des taux comparables a ceux observés chez I'adulte. Ces taux
restent ainsi dans des niveaux contrdlés. Cette supplémentation en vitamine A associée a une
induction de tolérance orale permet de protéger les souris a I'age adulte contre le développement
d’allergies. Cependant, afin de pouvoir étudier les mécanismes immunologiques impliqués dans
I'induction de tolérance orale, j’ai choisi d’utiliser un modele d’allergie respiratoire a I'encontre de
I’OVA. Au vu des connaissances récentes sur les allergenes respiratoires tels que les acariens, dont la
présence dans le lait maternel ne semble pas pouvoir induire de la tolérance orale en début de vie
(Macchiaverni et al., 2014), il semble important de confirmer ces résultats dans un modele d’allergie a
I’encontre des acariens. De méme, compte tenu de l'impact majeur d’'une supplémentation en
vitamine A sur l'induction de tolérance orale, il serait intéressant de déterminer I'implication de la
vitamine A dans le développement des maladies allergiques alimentaires. Ces deux études sont
actuellement en cours de réalisation au laboratoire.
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[V) Les spécificités des cellules dendritiques
néonatales

Quelques études se sont consacrées a I'étude du phénotype et du fonctionnement des cellules
dendritiques du nouveau-né (voir introduction). Pourtant au vu de son action majeure dans l'initiation
des réponses immunitaires, la cellule dendritique nécessite d’étre étudiée plus en détails. Je vais dans
ce chapitre présenter les connaissances que j’ai obtenues au cours de ma thése, afin de mettre en
évidence les informations supplémentaires qu’elle apporte, de maniere contradictoire ou non. Les
études précédentes ont mis en évidence que les cellules dendritiques néonatales étaient capables de
s’activer de maniere non spécifique a I'antigéne (suite a une stimulation au LPS ou au CpG) dans des
conditions comparables a celles de I'adulte. Ainsi leur expression du CMH Il et des molécules de co-
stimulation reste assez stable au cours de I'ontogénie. Au cours de ma these, j’ai également confirmé
que I'expression de ces marqueurs était comparable entre le nouveau-né et I'adulte.

Au niveau de la capacité de présentation, les résultats sont plus contradictoires. Une premiere étude
a démontré que les cellules dendritiques néonatales étaient capables d’induire une réponse CD8 a
I’encontre du peptide du LCMV in vitro et in vivo. Cependant, lorsque ce peptide est couplé a un
antigéne entier, I'activation des lymphocytes T CD8+ par les cellules dendritiques néonatales est de 3
a 5 fois moins efficace que celle observée avec les cellules dendritiques adultes (Dadaglio et al., 2002).
Une autre étude a également démontré que la capacité a induire une réponse CD8 était déficiente en
présence de I'antigéne entier, I'ovalbumine, mais possible en présence du peptide (Kollmann et al.,
2004). Enfin, une derniére étude a mis en évidence un défaut de présentation de I'antigéne
d’ovalbumine aux lymphocytes T CD4+ spécifiques de cet antigéne (Dakic et al., 2004). La possibilité
d’induire une réponse immunitaire avec un peptide mais pas avec un antigéne ainsi que I'expression
du CMH Il comparable a I'adulte met en évidence un défaut de la capture et de I'apprétement de
I’antigéne par les cellules dendritiques. Au cours de ma thése j’ai également pu mettre en évidence un
défaut de présentation de I'antigene aux lymphocytes T CD4+ spécifiques de cet antigene, non lié a un
défaut d’expression du CMH Il ou des molécules co-stimulatrices mais résultant d’un défaut de capture
de I'antigéne des cellules dendritiques totales et plus particulierement des cellules dendritiques
CD103+, connues pour étre au centre des réponses immunitaires au niveau des ganglions
mésentériques.

Bien qu’un certain nombre d’études aient mis en évidence un phénotype particulier et immature des
cellules dendritiques néonatales (pas d’expression de CD4 ni de CD8, expression de CD205, fort
pourcentage de cellules dendritiques plasmacytoides...), une seule étude s’est intéressée aux cellules
dendritiques CD103+ (Lantier et al., 2013) et aucune n’a analysé leur fonction ni leur sécrétion d’acide
rétinoique. Or ce mécanisme est essentiel a la génération de la tolérance orale mais est également
impliqué dans la différenciation des lymphocytes T. Au cours de ma thése, j'ai pu mettre en évidence
un défaut d’expression de la RALDH sur les cellules dendritiques CD103+ néonatales. Cette expression
est directement liée aux taux de rétinol sanguin du nouveau-né, que j’'ai pu mettre en évidence comme
tres faibles chez le nouveau-né. De plus I'expression de cette enzyme semble bien étre au centre de
I'activation et de la différenciation des lymphocytes T puisque lorsque cette expression augmente, la
capacité des cellules dendritiques néonatales a capturer I'antigéne augmente également ainsi que la
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capacité a induire I'activation des lymphocytes T CD4+. Ces résultats sont également confirmés par le
fait que lorsqu’un inhibiteur de la RALDH est utilisé, la capacité a induire une réponse immunitaire est
diminuée.

Ces résultats apportent de nouvelles connaissances essentielles sur une sous-population de cellules
dendritiques au centre des réponses immunitaires au niveau du tissu lymphoide associé a l'intestin.
Cette nouvelle compréhension des spécificités des cellules dendritiques néonatales permet
d’appréhender de nouvelles voies d’études afin de mieux comprendre les réponses immunitaires
inadaptées du nouveau-né et d’agir en conséquence.
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V) Ladifférenciation Th1 induite par
I’'administration orale d’'un antigene en
début de vie

1) L'IFN- y dans la tolérance orale

Chez I'adulte, il a été mis en évidence que I'administration par voie orale d’un antigéne permettait
d’induire une tolérance locale et systémique reposant sur I'induction de lymphocytes T régulateurs.
Les lymphocytes T régulateurs Foxp3+, I'IL-10 et le TGF-B semblent étre les acteurs privilégiés de la
tolérance orale, en fonction de I'antigene et du modéle considéré (Faria and Weiner, 2005). Au cours
de ma theése, j’ai mis en évidence qu’une administration par voie orale d’un antigéne libre au cours de
I"allaitement n’induisait pas de lymphocytes T régulateurs Foxp3 alors qu’une protection active était
observée. Cette protection n’est pas non plus dépendante de I'lL-10 ni du TGF-B mais dépend par
contre de la présence d'IFN-y.

Le role de I'lIFN- y dans la tolérance orale a été avancé par quelques publications mais son importance
semble étre controversée. Une premiere étude a démontré que I'administration par voie orale d’une
dose importante d’un antigéne classique (OVA) induisait une tolérance orale et une sécrétion
augmentée d’IFN- y par les lymphocytes T. Lorsque le méme protocole est appliqué a des souris
déficientes pour I'lFN- y, cette tolérance orale n’est pas observée, démontrant un réle central de I'lFN-
v dans la tolérance orale (Kweon et al., 1998). Cependant, une autre analyse publiée tres peu de temps
aprées a mis en évidence que ni I'lFN-y, ni I'lL-12 n’étaient impliqués dans I'induction de tolérance orale
lorsque la souris recevait plusieurs doses de ce méme antigene par voie orale, méme si cette
administration par voie orale induisait une sécrétion d’IFN- y par les lymphocytes T (Mowat et al.,
1999). Cependant, les auteurs ne sont pas parvenus a concilier leurs résultats avec ceux obtenus dans
I’étude de Kweon et al. Une troisieme étude a permis d’apporter de nouvelles informations sur ce
processus en indiquant que I'IFN- y était bien essentiel a lI'induction de tolérance orale mais
principalement lors I'étape d’induction de tolérance via I'administration par voie orale de |'antigene.
La sécrétion d’IFN-y par les lymphocytes T présents au niveau des ganglions mésentériques, suite a
I'administration par voie orale d’'un antigéne, semble empécher la migration des lymphocytes T
effecteurs en périphérie, inhibant ainsi les réponses immunitaires délétéres aux sites d’inflammation
(Lee et al., 2000). L'implication de I'IFN-y dans la tolérance orale a ensuite été mise de co6té suite a la
découverte des lymphocytes T régulateurs Foxp3 et de leur implication majeure dans la tolérance
orale. Cependant, grace au travail effectué au cours de ma thése, il apparait que I'lFN- y joue un réle
central dans la tolérance orale induite en début de vie, contrairement aux lymphocytes T régulateurs
qui ne sont pas impliqués. En effet, 'administration par voie orale d’un antigene permet d’induire une
sécrétion d’IFN- y par les lymphocytes T présents au niveau des MLN et résulte en une tolérance
systémique, responsable de l'inhibition de réponses allergiques respiratoires, qui dépend de la
présence de I'lFN-y.
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2) L'IFN- y dans l'allergie

Méme si le r6le de I'IFN- y dans la tolérance orale n’est pas couramment décrit, le réle protecteur de
I'IFN- y dans les maladies allergiques a, lui, bien été démontré. La premiére étude publiée sur ce sujet
a permis de mettre en évidence que lors d’une injection d’IFN- y, I'éosinophilie et le recrutement de
lymphocytes Th2 était inhibés au niveau de la trachée au cours de I'induction d’une maladie allergique
respiratoire (lwamoto et al.,, 1993). Ces résultats ont ensuite été confirmés grace au transfert
concomitant de lymphocytes Th2 (responsables de la pathogénese de I'allergie) et de lymphocytes Th1
résultant en une diminution de I'éosinophilie et de la production de mucus chez ces souris lors de
I'induction d’une maladie allergique respiratoire (Cohn et al., 1999). Une autre étude a enfin confirmé
ces résultats en démontrant que I’action de I'lFN- y au niveau de I’épithélium respiratoire uniqguement
permettait de réduire I'inflammation allergique observée au niveau des voies respiratoires (Mitchell
et al., 2011). Tres peu d’études se sont intéressées aux mécanismes de cette régulation par I'lIFN- y.
Une étude publiée en 2009 a mis en évidence que I'lIFN- y réduisait les réponses allergiques (sécrétion
de cytokines Th2, éosinophilie et sécrétion de mucus) non pas par la génération de lymphocytes T
régulateurs ou l'apoptose des cellules impliquées mais en agissant directement sur les cellules
dendritiques. En effet, I'IFN- y inhibe la capacité de présentation, de sécrétion de cytokines et de
migration des cellules dendritiques, inhibant ainsi I'activation des lymphocytes T CD4+ (Nakagome et
al., 2009). Enfin, une nouvelle voie d’analyse du réle de I'IFN- y dans les maladies allergiques a été
d’étudier I'épigénétique. En effet, les auteurs ont observé au cours de l'induction d’'une maladie
allergique respiratoire une méthylation du locus de I'lFN- y, entrainant une diminution de sa sécrétion.
Le traitement via un inhibiteur de DNA méthyl transférase permet de réduire la méthylation de ce
locus et améliore le statut allergique des animaux (Brand et al., 2012). L'IFN- y semble donc jouer un
role central dans I'inhibition des réponses allergiques. Dans mon travail de these, j'ai pu mettre en
évidence que la tolérance induite par I'administration orale d’un antigéne en début de vie était médiée
par I'IFN-y. Ceci résulte en une diminution des réponses allergiques au niveau respiratoire, confirmant
ainsi le role majeur que I'lIFN- y peut avoir sur le développement des maladies allergiques.

3) L'IFN- y en début de vie

L’apparition des premiers symptomes allergiques en tout début de vie ont fait de la prévention une
voie privilégiée d’action contre la prévalence croissante des maladies allergiques. A cette fin, la
compréhension des mécanismes impliqués dans I'apparition de ces maladies est cruciale. Au niveau
du systéme immunitaire, la maturation au cours des premiéres semaines d’une réponse Thl qui
permet de lutter contre les infections et d’inhiber la programmation Th2 des cellules immunitaires
semble étre au centre de I'ontogénie des allergies (Holt et al., 2005). Un certain nombre d’études ont
mis en évidence un lien étroit entre des taux bas d’IFN- y en début de vie et la pathogénese des
maladies allergiques (Guerra et al., 2004; Prescott et al., 1999; Stern et al., 2007; Tang et al., 1994). Les
taux réduits d’IFN- y en début de vie s’expliquent par la nécessité d’inhiber la transcription du gene de
I'IFN-y afin d’éviter des effets déléteres sur le foetus, résultant en un avortement spontané (Wegmann
et al., 1993). Apres la naissance, il y a une augmentation progressive de la capacité des lymphocytes T
a sécréter de I'IFN- y. Cependant, trés peu d’études se sont intéressées aux mécanismes impliqués
dans la maturation de cette réponse Thl. Au cours de ma thése, jai mis en évidence que
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I"augmentation progressive des taux de vitamine A au cours des premieres semaines de vie était
directement liée a 'amélioration progressive de la capacité des cellules dendritiques du nouveau-né a
induire des réponses Thl. Ainsi, les taux de vitamine A néonataux pourraient en partie expliquer la
maturation des réponses Thl en début de vie, et une supplémentation en vitamine A en début de vie
permettrait d’augmenter les réponses Thl, résultant en une meilleure réponse aux infections (déja
décrite dans la littérature) mais également en une diminution des réponses allergiques.

Une autre voie d’amélioration de la prévention des maladies allergiques en début de vie est
I’exposition microbienne. En effet, la maturation Thl des réponses immunitaires du nouveau-né est
améliorée en cas d’exposition microbienne en début de vie (Gereda et al., 2000). De plus, de nombreux
marqueurs de I'exposition microbienne en tout début de vie (vie a la ferme, exposition aux acariens
OU aux animaux...) ont été démontrés comme inducteurs de réponse Th1l via la sécrétion d’IFN- y et
inhibiteurs du développement de maladies allergiques (Roponen et al., 2005). Plus de 80 études ont
démontré le lien entre I'exposition aux microbes en début de vie et le développement des maladies
allergiques (théorie de I’hygiene). Ces études ont démontré que le risque allergique était réduit lors
d’une exposition a un grand nombre d’autres enfants, a des animaux, a de la poussiere, a de I'eau
potentiellement contaminée ou encore a la vie de ferme (von Mutius, 2007). La découverte du role
potentiel de I'épigénétique sur I'impact de I'IFN-y sur le développement des maladies allergiques a
ouvert de nouvelles voies d’études afin de mieux comprendre comment I'exposition microbienne peut
agir directement sur les maladies allergiques. En effet, I'exposition microbienne pourrait lever
I'inhibition Th1 induite par la méthylation du locus de I'lFN- y et ainsi permettre une sécrétion accrue
d’IFN-y, inhibant ainsi la génération de maladies allergiques (Vuillermin et al., 2009).

En conclusion, I'IFN- y pourrait étre une voie a privilégier afin de prévenir le développement des
maladies allergiques en début de vie.

142



Conclusions générales et perspectives
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Les observations originales que j'ai réalisées au cours de mon travail de thése ont permis d’apporter
des connaissances fondamentales essentielles sur le nouveau-né :

- Ala naissance, le nouveau-né est physiologiquement déficient en vitamine A, ce qui induit un
défaut de fonction de ses cellules dendritiques, résultant en une incapacité a mettre en place
de la tolérance orale. Tres peu d’études se sont intéressées aux cellules dendritiques CD103+
mésentériques du nouveau-né, or il apparait que ces cellules, essentielles a I'induction de
tolérance orale, sont particulierement déficientes en période néonatale.

- Lorsque les taux de vitamine A sont équilibrés (suite a une supplémentation ou au cours de la
3%me semaine de vie), il est possible d’induire de la tolérance orale en début de vie. Le
mécanisme impliqué dans cette induction de tolérance orale est différent de I'adulte puisqu’il
ne consiste pas en l'induction de lymphocytes T régulateurs mais en une différenciation Thl
des lymphocytes T effecteurs. L'IFN- y est la cytokine clé de la tolérance orale en début de vie.

Ces observations mettent en évidence les spécificités propres au nouveau-né : suite a la régulation tres
précise du passage de la vitamine A in utero, le nouveau-né est déficient en vitamine A. Cette carence
impacte son systéme immunitaire et le rend inapte en début de vie a établir de la tolérance suite a
I'administration orale d’un antigéne, un mécanisme de régulation essentiel a I'homéostasie
immunitaire en général et a la prévention des allergies plus particulierement. Ces résultats devront
étre confirmés dans d’autres modeles de maladies allergiques telles que des allergies alimentaires ou
des allergies respiratoires a I'encontre d’autres allergenes respiratoires tels que les acariens ou le
pollen. Il apparait ensuite essentiel de réaliser des études de corrélation chez ’'Homme entre les
différentes composantes du lait maternel et I'apparition de symptomes allergiques chez I’enfant, afin
de mettre en place de nouvelles recommandations pour la prévention des maladies allergiques par
I'allaitement, adaptées et spécifiques au début de vie, telles que I'exposition aux allergénes ou la
supplémentation en vitamine A de la mere allaitante ou directement au nouveau-né.

Par ailleurs, les effets de la vitamine A sur la maturation des cellules dendritiques du systéme digestif
du nouveau-né et I'induction de réponses Thl pourraient également expliquer I'effet bénéfique de la
supplémentation en vitamine A dans les pays carencés sur le risque de maladies infectieuses
entériques. Enfin, I'implication de I'IFN-y dans la tolérance orale en début de vie devra également étre
prise en compte pour le suivi de I'efficacité de stratégie de prévention des maladies allergiques.

Nos travaux soulignent les spécificités du fonctionnement du systéeme immunitaire du nouveau-né et

contribueront, je I'espeére, a la recherche d’approches thérapeutiques mieux adaptées a cette période
particuliére de la vie.
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