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Résumé 
 

L’infection par le virus de la grippe, ou le Myxovirus influenzae de type A (IAV), constitue l'une 

des causes les plus importantes de maladies des voies respiratoires dans le monde. Elle conduit 

également à des épidémies récurrentes avec des taux élevés de morbidité et de mortalité. Des 

surinfections bactériennes, principalement causées par Streptococcus pneumoniae (pneumonie), 

sont souvent associées à la grippe et contribuent de manière significative à l’excès de mortalité. 

La perturbation de l'intégrité des tissus pulmonaires et la diminution de l'immunité antibactérienne 

au cours de l'infection par IAV sont à l’origine de la colonisation et à la dissémination des bactéries. 

L'infection grippale entraîne une altération profonde du compartiment de cellules myéloïdes 

pulmonaires caractérisée par une altération numérique ou fonctionnelle des cellules sentinelles - 

les macrophages alvéolaires et les cellules dendritiques conventionnelles (cDC) - et par un 

recrutement de cellules myéloïdes inflammatoires -les neutrophiles, les monocytes inflammatoires 

ou encore les cellules dendritiques inflammatoires.  

Les cellules myéloïdes sont originaires de la moelle osseuse (MO). Lors d’infections, la 

myélopoïèse peut être profondément affectée afin de maintenir la production et la mobilisation de 

cellules myéloïdes inflammatoires au niveau du site d’infection. A l’heure actuelle, les 

conséquences de l’infection grippale sur la myélopoïèse restent encore mal connues. 

Dans notre projet, nous rapportons que l'infection grippale conduit à une diminution transitoire du 

nombre de cDC (cDC1 et cDC2) dans les poumons qui coïncide avec une chute dans la MO, du 

nombre de progéniteurs/précurseurs impliqués dans la génération des cDC (CDP, pre-cDC et plus 

particulièrement les pre-cDC1). Cette diminution de la "DCpoïèse" est associée à une accélération 

de la génération des monocytes, i.e. monopoïèse. La différenciation altérée des cDC est 

indépendante des cytokines pro-inflammatoires et n'est pas due à un dysfonctionnement 

intrinsèque des précurseurs de cDC. De façon intéressante, nous rapportons que ces altérations au 

niveau de la MO sont associées à une diminution de la production de Flt3-L ou Fms-like tyrosine 

kinase 3 ligand, un facteur crucial pour la différenciation des DC. La supplémentation en Flt3-L 

au cours de la grippe rétablit la différenciation des progéniteurs de cDC dans la MO et restaure le 

compartiment des cDC pulmonaires. De façon intéressante, cette restauration s’accompagne d’une 
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protection partielle contre l’infection pneumococcique secondaire caractérisée par une réduction 

de la charge bactérienne, une amélioration de la pathologie pulmonaire et une survie prolongée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9	
	

Summary 
 

Influenza type A virus (IAV) infection, is one of the most important causes of respiratory diseases 

worldwide. It also leads to recurrent epidemics with high rates of morbidity and mortality. 

Secondary bacterial infections, mainly caused by Streptococcus pneumoniae (pneumonia), are 

often associated with influenza and contribute significantly to excess mortality. Disruption of lung 

tissue integrity and impaired antibacterial immunity during IAV infection participate in bacterial 

pulmonary colonization and dissemination out of the lungs. 

Influenza infection leads to a profound alteration in the pulmonary myeloid cell compartment 

characterized by numeric or functional alteration of sentinel cells (alveolar macrophages and 

conventional dendritic cells (cDC)) and recruitment of inflammatory myeloid cells (neutrophils, 

inflammatory monocytes and inflammatory dendritic cells). 

Myeloid cells originate from the bone marrow (BM). During infections, myelopoiesis may be 

profoundly affected in order to maintain the production and mobilization of inflammatory myeloid 

cells to the site of infection. At present, the consequences of influenza infection on myelopoiesis 

remain poorly understood. 

In our project, we report that influenza infection leads to a transient decrease in the number of cDC 

(cDC1 and cDC2) in the lungs, and severely impairs the number of BM progenitors committed to 

the DC lineage (CDP, pre-cDC and, most importantly, the cDC1-biased pre-DC lineage). This 

reduction was associated with an increase in the production of monocytes in the BM 

(monopoiesis). The altered cDC differentiation was independent of pro-inflammatory cytokines 

and was not due to an intrinsic dysfunction of cDC precursors. Defective DC genesis during 

influenza was associated with a decrease in the production of the key cDC differentiation factor, 

Fms-like tyrosine kinase 3 ligand (Flt3-L). Importantly, Flt3-L overexpression during influenza 

restores the differentiation of BM progenitors into cDC - a phenomenon associated with 

repopulation of cDC in the lungs. The restoration of pulmonary cDC associates with a partial 

protection against secondary pneumococcal infection characterized by reduced bacterial loads, 

improved pathological outcomes and prolonged survival.  
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Chapitre 1 Les cellules dendritiques 
 

Historiquement, Ralph Steinman et Zanvil Cohn ont mis en évidence la présence d’une population 

rare de cellules qui ont une morphologie étoilée distincte. Ces cellules ont été nommées cellules 

dendritiques (DC), en grec « dendron », qui signifie arbre en référant à leur morphologie qui 

consiste en de longues ramifications cytoplasmiques. Elles ont d'abord été décrits comme des 

cellules sentinelles et mobiles, surveillant les tissus (Steinman et al., 1973). En plus de leur 

caractère morphologique, il a été montré que les DC expriment la molécule du CMH (Complexe 

Majeure d’Histocompatibilité) chez la souris, ou l’équivalent HLA chez l’homme (Human 

Leukocyte Antigen) (Zinkernagel et al., 1974). Grâce à l’expression de ces molécules, les DC sont 

considérées comme la population majeure de cellules présentatrices d’antigènes (CPA) 

professionnelles qui ont une forte capacité à activer les lymphocytes T naïfs  (Nussenzweig et al., 

1980). Les DC peuvent dégrader tous les pathogènes qu'elles captent, mais contrairement aux 

autres CPA comme les macrophages et les lymphocytes B, le rôle principal des DC n'est pas la 

clairance des pathogènes, mais plutôt d'activer les LT naïfs dans les ganglions lymphatiques. Les 

DC sont donc à l’interface entre l’immunité innée et l’immunité adaptative. Pour cette découverte, 

le prix de Nobel a été décerné à Ralph Steinman en 2011 (Shortman, 2012).  

Les DC représentent une population très hétérogène (Mildner et al., 2014). La plupart des sous 

populations de DC ont une courte durée de vie in vivo (2-10 jours) et sont donc continuellement 

générées à l'homéostasie et en cas d’inflammation (Kovats, 2012).  

 

 
1 Les sous-populations de DC 
	

Les DC sont principalement divisées en deux sous types : (1) les DC classiques ou 

conventionnelles (cDC1 et cDC2) et (2) les DC non-classiques : les pDC (DC plasmacytoïdes), 

moDC (monocyte-derived DC) et les LC (Langerhans Cells). Ces diverses sous populations de DC 

se différencient par leur ontogenèse (décrit dans le chapitre 2) mais aussi leur localisation (Figure 

1), leur sécrétion de cytokines ainsi que leurs propriétés fonctionnelles (Mildner et al., 2014).  



12	
	

1.1 Les DC classiques ou conventionnelles  
Les cDC peuvent être divisées en deux sous-populations, caractérisées principalement par 

l'expression de CD8α/CD103 (cDC1) ou de CD11b (cDC2). 

1.1.1 Les DC CD8α/CD103 ou cDC1 
	

L'hétérogénéité au sein de cette sous population de DC a d'abord été démontrée par le groupe de 

Shortman et Steinman, qui a découvert des DC exprimant CD8α dans des organes lymphoïdes 

murins (Crowley et al., 1989) (Vremec et al., 1992). Une population équivalente existe également 

dans les tissus non lymphoïdes, bien que ces cellules n'expriment pas CD8α mais sont identifiées 

par l’expression de l’intégrine CD103 (αEβ7) et de CD24 (Bursch et al., 2007) (M. L. del Rio et 

al., 2007). Chez l’homme, les DC BDCA3+ (CD141+) sont les cellules équivalentes des cDC 

CD8α+ / CD103+ (Jose A. Villadangos et al., 2010).  

Des études transcriptomiques chez la souris ont montré que les  cDC1 CD8α dans les organes 

lymphoïdes et les CD103 dans les organes non lymphoïdes partagent un profil génomique similaire 

malgré leur environnement tissulaire différent (Miller et al., 2012). En effet, les cDC1 (CD8α+ et 

CD103+) sont dérivées de précurseurs de cDC, appelés pre-cDC (conventional dendritic cell 

precursor) et leur développement dépend des facteurs de transcription Batf3, Id2, IRF8 et NFIL3. 

La délétion de l'un ou l'autre de ces gènes conduit à un défaut dans leur développement (Aliberti 

et al., 2003) (K. Hildner et al., 2008) (Kashiwada et al., 2011) (F. Ginhoux et al., 2009).  

Les cDC1 (CD8α+) représentent 20~40% des cDC de la rate et des ganglions lymphatiques. De 

façon similaire aux CD103+, les CD8α+ n’expriment pas le CD11b ou d'autres marqueurs de 

macrophages. Par contre, elles expriment des niveaux élevés de Flt3 (FMS-like tyrosine kinase 3 

Receptor) et prolifèrent en réponse au Flt3-L (FMS-like tyrosine kinase 3 Ligand) (Claudia 

Waskow et al., 2008b). Les cDC1 spléniques sont fonctionnellement spécialisées dans la 

présentation croisée des antigènes exogènes par les molécules du CMH-I aux LT CD8+ (den Haan 

et al., 2000). Les cDC1 présentent des antigènes glycolipidiques via la molécule CD1d et peuvent 

activer les iNKT (invariant Natural Killer T cells) qui vont ensuite produire rapidement des 

cytokines Th1 ou Th2 (Stoyan Ivanov et al., 2012) (P. Arora et al., 2014) (Macho-Fernandez et 

al., 2014). 

Les cDC1 se caractérisent par l’expression de TLR (Toll-Like Receptor)-3, TLR11, le récepteur 

d’épuration CD36 et la lectine de type C, Clec9A (A. D. Edwards et al., 2003) (Davey et al., 2010). 
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Les cDC1 produisent également de nombreuses autres cytokines et chimiokines en réponse à des 

ligands de TLR, y compris l’IL-6, le TNF-α et RANTES (Macri et al., 2017). Le récepteur de 

chimiokines XCR1 (X-C motif Chemokine Receptor 1) a été identifié comme un marqueur exprimé 

uniquement sur les cDC1 chez l'homme et la souris (Bachem et al., 2010) (Crozat et al., 2010) 

(Dorner et al., 2009). En réponse à une stimulation par TLR3, les cDC1 produisent principalement 

l’IL-12p70 et favorise la présentation croisée des antigènes viraux ou tumoraux (M.-L. del Rio et 

al., 2007). De plus, il a été démontré que la déplétion des cDC1 chez les souris batf3-/- diminue la 

présentation croisée aux lymphocytes cytotoxiques, des antigènes dérivés du virus WNV (West 

Nile Virus) ou de tumeurs (Kai Hildner et al., 2008) 

Etant donné leur contribution majeure à l’activation des lymphocytes T cytotoxiques, les cDC1 

constituent une cible de choix quant à l’utilisation des cDC dans le traitement anti-viral et anti-

tumoral. 

 

1.1.2 Les DC CD11b ou cDC2 
	

Les cDC2 sont les plus abondantes parmi les DC dans les organes lymphoïdes, à l’exception du 

thymus, et sont également retrouvées dans les tissus non lymphoïdes. Elles se caractérisent par 

l’expression de l’intégrine CD11b et de SIRPα (CD172α) (M. Guilliams et al., 2014) (Florent 

Ginhoux et al., 2014). Les cDC2 chez l’homme expriment la molécule CD1c. Les facteurs de 

transcription qui contrôlent leur développement comprennent RelB (Briseño et al., 2017), 

NOTCH2 (Lewis et al., 2011), RBP-J (Caton et al., 2007), IRF2 (Ichikawa et al., 2004) et IRF4 

(Suzuki et al., 2004). Contrairement aux cDC1, une analyse transcriptomique montre que les cDC2 

forment une population hétérogène qui reste moins bien caractérisée (Jaitin et al., 2014). Ces 

cellules peuvent être distinguées en fonction de l’expression de marqueurs de surface, tels que 

CD4 ou encore ESAM (Endothelial cell-Selective Adhesion Molecule) (Lewis et al., 2011). Une 

analyse génomique comparative a montré que les cDC CD4- Esamlo CD11b+, mais pas les CD4+ 

Esamhi CD11b+, avaient une signature monocytaire y compris l'expression des récepteurs de 

cytokines (Csf1r et Csf3r) et de chimiokines (Ccr2), ainsi que le lysozyme (Lewis et al., 2011).  

En raison de leur forte expression de molécules du CMH-II, les cDC2 ont une capacité supérieure, 

comparativement aux cDC1 à activer les LT CD4+ dans les organes lymphoïdes, plus 

particulièrement les lymphocytes Th2 et les Th17 qui sont impliqués dans la réponse immunitaire 
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contre les pathogènes extracellulaires (A. Schlitzer et al., 2013) (Lewis et al., 2011). Récemment, 

il a été montré que cette propriété était attribuée à leur expression du facteur de transcription IRF4 

(Vander Lugt et al., 2014). Les cDC2 expriment principalement les TLR2 et les TLR7 

(Alexander D. Edwards et al., 2003). Elles sont également caractérisées par leur production de 

cytokines, telles que IL-6 (Persson et al., 2013), IL-23 (A. Schlitzer et al., 2013), TNF-α et 

faiblement l’IL-10 (Macri et al., 2017). Elles ont également la capacité à produire l’IFN-I, plus 

particulièrement IFN-α, et d’IL-12 mais moins que cDC1 (Luber et al., 2010). Finalement, les 

cDC2 spléniques après activation de leurs TLR (TLR-2, 3, 4, 7 et 9),  constituent des sources 

importantes de chimiokines pro-inflammatoires, telles que CCL3, CCL4, et CCL5 (Proietto et al., 

2004).  

A l’égard de leurs rôles cruciaux dans la polarisation de la réponse T CD4 vers Th2 et Th17 via 

les cytokines produites, les cDC2 peuvent intervenir dans les stratégies thérapeutiques qui visent 

à traiter les maladies auto-immunes et les maladies infectieuses.  

 

1.2 Les DC non classiques  
 

1.2.1 Les DC plasmacytoïdes 
	

Les pDC ont été identifiées d'abord chez l'homme (F. P. Siegal et al., 1999) et plus tard chez la 

souris (Asselin-Paturel et al., 2001). Elles représentent une population rare de DC  (0,3-0,5% du 

sang périphérique humain ou des organes lymphoïdes murins) (Sozzani et al., 2010) (Reizis et al., 

2011). Les pDC circulent dans le sang et sont présentes dans les organes périphériques et 

présentent un phénotype et une morphologie ronde caractéristique des lymphocytes (Reizis et al., 

2011). De même, ces cellules sont distribuées dans les voies aériennes ainsi que dans le 

parenchyme et les septa alvéolaires du poumon. Les pDC partagent des caractéristiques communes 

avec les cDC, telles que leur développement dépendant de Flt3-L (D. Kingston et al., 2009) et une 

capacité à activer les cellules T mais d’une façon plus faible que les cDC (Sapoznikov et al., 2007).  

Les pDC expriment faiblement le CD11c, les molécules du CMH et les molécules de co-

stimulation (Miriam Merad et al., 2013b). La faible expression de ces récepteurs justifie la faible 

tendance de pDC, par rapport aux cDC, à initier la réponse des lymphocytes T naïfs (J. A. 
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Villadangos et al., 2008). Elles expriment également une gamme étroite de TLR, y compris le 

TLR7 et le TLR9. L’activation de ces récepteurs par des antigènes viraux induit la production 

massive d’IFN-I (Nakano et al., 2001) (F. P. Siegal et al., 1999) par la voie de MYD88 (Myeloid 

differentiation primary response 88) -IRF7, ce qui souligne le rôle crucial des pDC dans la réponse 

anti-virale (Honda et al., 2005).  

1.2.2 Les moDC 
	

Plusieurs études ont mis en évidence la présence des DC inflammatoires dérivées des monocytes 

inflammatoires (Mo Ly6Chigh) appelées aussi moDC (monocyte-derived DC) et ont la capacité à  

migrer vers les organes lymphoïdes et non lymphoïdes (Serbina et al., 2003) (Mildner et al., 2013) 

(Segura et al., 2013). A l’homéostasie, ces cellules sont retrouvées dans certains tissus comme 

l’intestin et en cas d’infection sont présentes dans les autres tissus. In vitro ces cellules peuvent 

être générées en présence de GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor)  

(Helft et al., 2015) ou GM-CSF et IL-4 pour les monocytes humains (Heystek et al., 2000). Les 

études in vivo faites chez la souris montrent que les monocytes génèrent des DC suite à l’activation 

de TLR4 ou en présence de bactéries (K. V. Chow et al., 2017). Phénotypiquement, les moDC 

expriment des marqueurs communs avec les cDC (CMH-II, CD11b, CD11c, CCR7 et DC-SIGN 

qui est également appelé CD209a) mais elles peuvent être distinguées par leur expression de CD64 

(FcγRI) (Tamoutounour et al., 2012). De plus, les moDC conservent des marqueurs monocytaires, 

tels que le CD64 et le Ly6C mais perdent l’expression de M-CSFR (Macrophage Colony-

Stimulating Factor Receptor) (Plantinga et al., 2013). Etant donné la signature pro-inflammatoire 

qui caractérise ces cellules et leur développement dépendant du GM-CSF (Greter et al., 2012), les 

moDC sont considérées comme des monocytes effecteurs plutôt que des DC (Mildner et al., 2013). 

Cependant, certaines études ont montré leur efficacité dans la présentation de l’antigène aux LT 

tout comme les cDC (Tamoutounour et al., 2012). De plus, il a été démontré leur contribution dans 

la réponse cytotoxique par une présentation croisée et en activant les Th1 comme les cDC1 (León 

et al., 2007) (Ji et al., 2013). De même, les moDC ont également été décrites pour induire des 

réponses Th2 et Th17 comme les cDC2 (Siddiqui et al., 2010) (Plantinga et al., 2013) (Segura et 

al., 2013). Selon le contexte, il semble que les moDC peuvent avoir des fonctions similaires à 

celles de sous-populations de cDC. Des études supplémentaires qui visent à utiliser différentes 
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marqueurs pour caractériser ces cellules et les distinguer de cDC et des monocytes, vont nous 

permettre d’améliorer nos connaissances sur leur biologie et leurs fonctions.  

1.2.3 Les cellules de Langerhans  
	

Les LC ont été identifiées au 19ème siècle comme une population unique de phagocytes 

mononuclées retrouvée dans l’épiderme. Les LC expriment les molécules du CMH-II et ont la 

capacité de stimuler les LT dans une culture in vitro (Romani et al., 2010). Les LC sont considérées 

depuis longtemps comme des DC sentinelles résidentes au niveau du tissu cutané, capables de 

capter l’antigène de leur environnement et migrer vers les ganglions drainants pour activer les LT 

naïfs (Romani et al., 1989). Cependant, il n’existe aucune preuve qui affirme ce rôle (Romani et 

al., 2012). De plus, les LC partagent une origine commune avec la plupart des macrophages 

tissulaires, ce qui contraste avec les cDC qui ont une durée de vie courte et sont renouvelées à 

partir les CSH (Cellules Souches Hématopoïétiques). Avant la naissance, la population de LC est 

établie à partir de monocytes dérivés du foie fœtal (Hoeffel et al., 2012). Ainsi, les LC s'auto-

renouvellent dans des conditions physiologiques stables sans être remplacées à partir de 

précurseurs sanguins (Merad et al., 2002). Contrairement aux cDC, le développement des LC est 

indépendant de Flt3-L (F. Ginhoux et al., 2009) mais nécessite un engagement du récepteur Csf1r 

par son ligand IL-34 (F. Ginhoux et al., 2006) (Y. Wang et al., 2012). Collectivement, ces données 

suggèrent que les LC sont plus proches des macrophages que des DC (Mildner et al., 2014). 



"(!

Figure 1: Les différentes populations de DC et leur localisation. 

 A l’homéostasie, les DC spléniques provenant des pre-cDC et sont divisées en 2 sous-populations de DC 
classiques : cDC1 et les cDC2. Les ganglions drainants comprennent les DC CD8!+ et CD8!- mais sont 
également peuplés par des DC migratoires. Les LC se développent dans l'épiderme et migrent vers les 
ganglions lymphatiques par des vaisseaux lymphatiques. La population de DC dermiques est largement 
composée de DC CD11b+ et CD103+, et ces cellules migrent via les vaisseaux lymphatiques vers le 
ganglion. En réponse à l'inflammation, les monocytes peuvent se développer en moDC, au niveau de la rate 
et des tissus non-lymphoïdes (Belz et al., 2012). 
 

2! Les caractéristiques générales de DC  
 

2.1! Traitement et présentation de l’antigène 
!

Les DC captent les antigènes par plusieurs moyens : phagocytose, micro-/macro-pinocytose et 

endocytose. Le dernier type de capture est médié par les récepteurs Fc (récepteur Fc% de type I ou 

CD64 et Fc% de type II ou CD32), les intégrines (!v#3 ou !v#5), les récepteurs de lectines de type 
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C (CLR, y compris le récepteur du mannose et DEC205), les récepteurs d’épuration (CD36) qui 

peuvent aussi reconnaître le PtdSer (phosphatidylserine) exprimé à la surface des cellules 

apoptotiques (Trahtemberg et al., 2017) (Sabado et al., 2017). Généralement, les antigènes 

endogènes sont présentés par les molécules du CMH-I pour activer les LT CD8+ et les antigènes 

exogènes sur la molécule CMH-II pour activer les LT CD4+ par des voies classiques (Figure 2). 

En effet, les antigènes endogènes, qui proviennent de la cellule même, suivent la voie 

protéasomique où ils vont être dégradés en petits peptides. Ces derniers sont ensuite envoyés vers 

le réticulum endoplasmique, entrent via la molécule TAP (transporteur du traitement de l'antigène) 

et se lient aux CMH-I (Vyas et al., 2008). Ensuite, le complexe CMH-I/peptide est transporté par 

l’appareil de Golgi vers la membrane plasmique des DC pour activer les LT CD8+ (Figure 2a). 

Les antigènes exogènes, qui proviennent de l’environnement extracellulaire de la DC, suivent la 

voie endocytique où ils vont être dégradés en petits peptides. Ces derniers se lient dans le 

compartiment endosomal avec la molécule de CMH-II. Le complexe CMH-II/peptide est 

transporté directement vers la membrane plasmique pour activer les LT CD4+ (Figure 2b) (José 

A. Villadangos et al., 2001). Les DC sont également capables de réaliser une présentation non 

conventionnelle des antigènes exogènes sur le CMH-I, qui est connue sous le nom de «présentation 

croisée» (Bevan, 1976) ; un phénomène crucial dans l'immunité contre les virus, les bactéries 

intracellulaires et la réponse anti-tumorale (J. Helft et al., 2012) (Rock, 2003) (Sanchez-Paulete et 

al., 2017). Deux chemins peuvent être empruntés par les DC (voies non classiques) afin de 

présenter les antigènes exogènes sur les molécules de CMH-I. La voie cytosolique : les antigènes 

exogènes endocytés et relargués du phagosome sont dégradés par le protéasome et renvoyés vers 

le phagosome ou ils vont s’associer avec le CMH-I. La voie vacuolaire: le phagosome qui contient 

les antigènes exogènes dégradés, fusionne avec un phagosome qui contient une molécule de CMH-

I recyclé de la membrane (Joffre et al., 2012). Les cDC1 sont spécialisées et très efficaces dans ce 

type de mécanisme (Martin Guilliams et al., 2014). De façon intéressante, les DC sont également 

capables de présenter des antigènes cytosoliques endogènes sur les molécules du CMH-II. Cette 

présentation non conventionnelle a été décrit durant l'autophagie (C. Paludan et al., 2005). Cette 

voie de présentation est altérée dans les DC déficientes en atg5, un gène régulateur de l’autophagie, 

bien que leur propriété de présentation croisée reste intacte (H. K. Lee et al., 2010).  

Les cDC sont les principales populations de DC qui activent les cellules T (J. A. Villadangos et 

al., 2007). Toutefois, les pDC ont aussi un rôle potentiel dans la capture, le traitement et la 
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présentation de l'antigène aux cellules T au site d'infection ou dans les ganglions (J. A. Villadangos 

et al., 2008). En effet, il a été démontré que les pDC activées subissent des changements 

phénotypiques similaires à ceux des cDC activées qui se traduisent par l'acquisition d'une 

morphologie dendritique, l’augmentation de l’expression des molécules du CMH et de co-

stimulation, permettant aux pDC de présenter l’antigène aux LT (Asselin-Paturel et al., 2001) 

(Bjorck, 2001; Kadowaki et al., 2001) (Nakano et al., 2001) (Grouard et al., 1997; O'Keeffe et al., 

2002). De la même manière, des études ont démontré le rôle des moDC dans la présentation des 

antigènes aux LT CD8+ et à leur expansion en périphérie (Wakim et al., 2008). Ainsi, les moDC 

peuvent aussi être impliquées dans la présentation croisée à l’origine d’une réponse cytotoxique 

(Ji et al., 2013) (León et al., 2007). 
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Figure 2: Les voies classiques de présentation de l'antigène par les molécules du CMH-I et CMH-II. 

(a) : Les antigènes intracellulaires, tels que les virus ou les antigènes tumoraux, sont transformés en petits 
peptides composés de plusieurs sous-unités, y compris LMP2. Les peptides sont transportés, via TAP, dans 
le réticulum endoplasmique (ER), où ils sont chargés sur la molécule de CMH-I, qui est composé d'une 
chaîne lourde et de β2-microglobuline (β2m). La molécule de CMH-I présente les peptides à la surface des 
cellules pour activer les LT CD8+. (b) : Les antigènes provenant de sources extracellulaires, tels que des 
antigènes bactériens, sont traités par des enzymes endolysosomales et dégradés en petits peptides. Ces 
peptides se lient avec la molécule CMH-II en déplaçant le peptide à chaîne invariante associé à la classe II 
(CLIP), qui est dérivé de la chaîne invariante (Ii) associée à la molécule de CMH-II. HLA-DO et HLA-DM 
régulent le processus de chargement de l'antigène. Le complexe CMH-II présente des antigènes exogènes 
aux  LT CD4+ (Kobayashi et al., 2012). 



21	
	

2.2 Migration  
	

Etant donné leur localisation au niveau les barrières corporelles et des orifices d'entrée des organes, 

les DC constituent une barrière immunitaire efficace face aux pathogènes (Mildner et al., 2014). 

Les DC immatures présentent au niveau de ces barrières/orifices expriment plusieurs récepteurs 

de chimiokines comprenant CCR1, CCR2, CCR5, CCR6, CXCR1, CXCR2 et CXCR4, avec 

quelques différences dans le profil de l’expression entre les sous-populations de DC. Les 

chimiokines (ligands) pour ces récepteurs sont produites dans les tissus périphériques et induisent 

le recrutement des DC immatures afin de jouer leur rôle de sentinelles, en surveillant les tissus (Y. 

Liu et al., 2014). Après la capture de l’antigène et l’activation de ses PRR (Pattern Recognition 

Receptors), les DC augmentent leur expression de CCR7 (Dieu et al., 1998) et deviennent plus 

sensibles aux CCL19 et CCL21 qui sont exprimées dans les zones T des ganglions lymphatiques 

où elles les attirent pour activer les LT (Gunn et al., 1998). L’importance de l’interaction entre les 

CCR7 et ses ligands a été mise en évidence dans une étude chez les souris déficientes pour le 

récepteur CCR7 et qui montre une altération significative dans le recrutement de DC vers les 

ganglions après leur activation (Forster et al., 1999).  

 

2.3 Activation des lymphocytes T  
	

Les DC ont un potentiel unique pour stimuler spécialement les LT dans une co-culture composée 

de diverses populations des cellules in vitro (Steinman et al., 1978). Des études chez des souris 

déficientes en DC (CD11c+) montrent l’importance de ces cellules dans l’initiation de la réponse 

cellulaire et dans l’activation des cellules T naïfs et aussi les cellules T mémoires en présentant les 

antigènes sur la molécule de CMH (Birnberg et al., 2008) (Jung et al., 2002). L’activation des 

cellules T nécessite 3 stimuli : (1) l’interaction du TCR (T-Cell Receptor) avec le complexe CMH-

peptide, (2) l’interaction de CD28 avec les molécules de co-stimulation des DC (CD80/CD86) et 

(3) la production des cytokines qui jouent un rôle dans la polarisation des cellules T. Il est 

important de noter que l’interaction entre les LT et les DC est bidirectionnelle : en effet, les LT en 

exprimant le CD40L interagissent avec les DC qui expriment le CD40 et favorisent la maturation 

de DC (Elgueta et al., 2009). L’interaction de CD40L/CD40 stimule la production de cytokines 
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par les DC, l’expression des molécules co-stimulatrices et facilite la présentation croisée de 

l'antigène (Quezada et al., 2004).  

 

En conclusion, les DC et plus particulièrement les cDC sont cruciales dans l’initiation et la 

régulation des réponses immunes. Les DC, tout comme l’ensemble des cellules immunitaires,  sont 

dérivées de la MO (moelle osseuse), siège de l'hématopoïèse et sont produites de façon continue 

tout au long de la vie. La différenciation des DC que j’appellerais aussi "DCpoïèse", fait partie 

plus particulièrement du processus de myélopoïèse - à l’origine de la formation de l’ensemble des 

cellules myéloïdes, c'est-à-dire les DC, les monocytes, les macrophages et les granulocytes. Dans 

le chapitre 2 de cette thèse, nous discuterons en détail du développement de ces cellules. 
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Chapitre 2 Hématopoïèse: Développement de la lignée myéloïde 
 

1 Hématopoïèse 
	

L'hématopoïèse est le processus de formation des cellules sanguines à partir de rares populations 

de CSH résidentes dans la MO (Jagannathan-Bogdan et al., 2013). Ce processus se déroule de 

façon hiérarchique et est orchestré par plusieurs facteurs (facteurs de transcription, facteurs de 

croissance, cytokines, chimiokines…) afin de maintenir l’homéostasie et la production des cellules 

immunitaires (Smith, 1990). En effet, étant donné leur durée de vie limitée, les cellules sanguines 

doivent être fabriquées et remplacées de façon permanente à partir des CSH. Ces dernières sont 

caractérisées par leur pouvoir d'expansion, d’auto-renouvellement et de différenciation (Orkin et 

al., 2008) (Bryder et al., 2006). L'auto-renouvellement est la capacité d’une cellule à se diviser 

asymétriquement ou symétriquement pour produire une ou deux cellules souches filles ayant un 

potentiel de développement similaire à la cellule mère. Cette capacité est essentielle pour les CSH 

afin d'augmenter leur nombre et de maintenir leur pool. Au fur et à mesure du processus de 

différenciation, ces cellules perdent leur potentiel d’auto-renouvellement et génèrent diverses 

cellules progénitrices i.e. les MPP (Multipotent Progenitors). Les MPP sont des progéniteurs 

primitifs et spécialisés dans la génération des CMP (Common Myeloid Progenitors) et des CLP 

(Common Lymphoid Progenitors), 2 familles des progéniteurs qui conduisent à la production de 

cellules matures des lignées myéloïde et lymphoïde, respectivement (Kondo et al., 1997) (Akashi 

et al., 2000) (Figure 3). Les CLP génèrent principalement les LT (Lymphocytes T), les LB 

(Lymphocytes B), les cellules NK (Natural Killer) (Kondo et al., 1997). Les CMP sont à l’origine 

de deux progéniteurs plus engagés : les MEP (Megakaryocyte Erythroid Progenitors) et les GMP 

(Granulocyte Monocyte Progenitors). Les MEP génèrent les érythrocytes et les plaquettes 

sanguines. Les GMP sont à l’origine de plusieurs populations ; les monocytes/macrophages, les 

DC (Dendritic Cells) et les granulocytes qui incluent les neutrophiles, les basophiles et les 

éosinophiles.  

L'hématopoïèse est organisée hiérarchiquement; la population cellulaire la moins mature et la plus 

rare se situe en haut de la hiérarchie hématopoïétique (Oguro et al.) (W. W. Pang et al., 2011). 

Pour éviter la prolifération inutile et les réplications chromosomiques qui augmentent le risque de 

mutations oncogéniques, les CSH restent dormantes et quiescentes pour maintenir leur intégrité 
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génomique (Mohrin et al., 2010). Cependant, en réponse à divers stimuli, tels que l'irradiation, la 

chimiothérapie cytotoxique ou encore les infections, les CSH peuvent se diviser et proliférer (Shao 

et al., 2013).  

 

Figure 3: Hématopoïèse murine: Développement des cellules sanguines à partir des CSH au niveau 
de la MO. 

 Les LT-HSC (Long Term Hematopieitic Stem Cells) multipotentes ont une capacité de reconstitution à 
long terme et peuvent se différencier en ST-HSC (Short Term Hematopieitic Stem Cells) puis en MPP. Lors 
de la différenciation, les MPP donnent naissance aux CMP et CLP. Les CLP génèrent principalement la 
lignée lymphoïde et les CMP sont à l’origine de la lignée myéloïde. Les CLP génèrent les pro-B, pro-T et 
les NK. Ensuite, les pro-B et les pro-T se différencient en LB et LT respectivement. Les CMP génèrent des 
progéniteurs plus engagés, les MEP et les GMP qui sont à leur tour capables de former toutes les cellules 
différenciées de la lignée myéloïde au niveau de la MO (Ackermann et al., 2015). Les MEP sont à l’origine 
des érythrocytes et des mégacaryocytes. Ces derniers vont ensuite générer les plaquettes. Les GMP sont à 
l’origine des granulocytes (les neutrophiles, les basophiles et les éosinophiles), les monocytes/macrophages 
et les DC. A noter que les DC peuvent également être développées à partir les CLP (Reagan et al., 2016). 
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2 La myélopoïèse  
	

La myélopoïèse est le processus de formation des cellules myéloïdes à partir des cellules 

pluripotentes, les MPP. A l’homéostasie, la myélopoïèse est étroitement régulée et contrôlée par 

des signaux extrinsèques comme des facteurs de croissance (GM-CSF, G-CSF, M-CSF, Flt3-L…), 

des cytokines (IL-1, IFN-γ, IL-6, IL-27…) et des chimiokines (CXCL12, CCL3, CX3CL1…) 

(Takizawa et al., 2012) et par des facteurs intrinsèques comme des facteurs de transcription (IRF8, 

IRF4, Batf3, PU.1 ...) (Miriam Merad et al., 2013a). Les CMP qui sont les précurseurs de cellules 

myéloïdes, se différencient ensuite en GMDP (Granulocyte-Monocyte Dendritic Cell Progenitors) 

ou les progéniteurs communs aux granulocytes/monocytes/DC, appelés aussi GMP (Granulocyte-

Monocyte Progenitors) (Figure 4). Ces derniers vont poursuivre leur processus de différenciation 

et donner soit les granulocytes, plus particulièrement les neutrophiles soit les progéniteurs 

communs aux monocytes et aux DC, appelés MDP (Monocyte-Dendritic Cells Progenitors). A 

noter que les expériences basées sur le transfert adoptif de CLP ont montré que la lignée lymphoïde 

a également la capacité à générer les DC (Traver et al., 2000). 

Les MDP sont caractérisés par leur expression de CX3CR1, CD135 (Flt3R), CD115 (CSF-1R / 

M-CSFR) et CD117 et l’absence d’'expression du CMH-II, des marqueurs de cellules T, B, NK et 

d'érythrocytes (Fogg et al., 2006) (Chen Varol et al., 2007). Ces MDP vont se différencier (1) en 

un précurseur commun de monocytes, appelé cMoP (Common Monocyte Progenitors) qui vont 

ensuite générer les monocytes matures, i.e. la monopoïèse (Hettinger et al., 2013) et (2) en un 

précurseur commun de DC appelé CDP (Common Dendritic Cell Progenitors) qui sont à l’origine 

des DC. i.e. la DCpoïèse (Satpathy et al., 2012). 

Les DC sont classées avec les macrophages et les monocytes comme des phagocytes mononucléés 

formant le système MPS (Mononuclear Phagocyte System). Ce système a été décrit en 1972 par 

l’équipe de Van Furth, comme un système de cellules phagocytaires situées dans le tissu conjonctif 

réticulaire, provenant d'un progéniteur commun de la MO (van Furth et al., 1972). Bien qu'ils 

proviennent d'un progéniteur commun, les DC et les monocytes/macrophages suivent des voies de 

développement distinctes dérivant finalement de deux précurseurs différents (K. Liu et al., 2009). 

La différenciation des MDP en DC ou en monocytes dépend initialement des cytokines et des 
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facteurs de transcription. Les cytokines peuvent agir localement, au niveau de la niche de la MO, 

ou à distance, par voie systémique (circulation sanguine). 

 

 

Figure 4: La myélopoïèse dans la MO  murine. 

La lignée myéloïde dérivée du progéniteur commun de cellules myéloïdes (CMP), donne naissance au 
progéniteur des granulocytes-macrophages/DC (GMP). Les granulocytes proviennent de précurseurs 
supplémentaires non représentés dans cette figure. Les neutrophiles sont les granulocytes les plus abondants 
et résidants dans la MO jusqu'au moment de leur libération dans le sang. Le progéniteur commun de 
monocyte et de cellule dendritique (MDP) donne naissance au progéniteur commun des cellules 
dendritiques (CDP) et au progéniteur commun de monocyte (cMoP). Deux sous-populations de monocytes 
sont dérivés des cMoP ; les monocytes Ly6Chi (monocyte inflammatoire) et les monocytes Ly6Clow 
(monocytes résidents) (non illustré).  Les données récentes suggèrent que la sous-population de monocyte 
Ly6Chi peut se développer en monocytes Ly6Clow. Les CDP se développent en pDC ou en pre-cDC, les 



27	
	

précurseurs communs de cellules dendritiques classiques (cDC1 et cDC2). Adaptée de (Udalova et al., 
2016). 

 

2.1 La DCpoïèse 
	

Les CDP (CD117low CX3CR1+ CD135+ CD115+) vont poursuivre leur différenciation localement 

en pDC (DC plasmacytoïdes) (CD117- CX3CR1- CD135+ CD115- CCR9+ CD11cint B220+ Ly6C+) 

et en pre-cDC (CD117- CX3CR1+ CD135+ CD115- CD11c+ CD11b-). Un stade de différenciation 

supplémentaire a été décrit dans lequel les CDP peuvent générer un précurseur de pDC (pre-pDC) 

qui conserve à la fois le potentiel de générer les cDC et les pDC en fonction des stimuli 

environnementaux (A. Schlitzer et al., 2012) (Andreas Schlitzer et al., 2011). La génération de 

pDC nécessite l’activation de deux facteurs de transcription : BCL11A (B-Cell 

Lymphoma/Leukemia 11A) et E2-2 (Cisse et al., 2008) (Ippolito et al., 2014). De plus, Manz et ses 

collègues ont montré, par des expériences de transfert adoptif, que les pDC peuvent se développer 

à partir des CLP (M. G. Manz et al., 2001). Les pDC achèvent leur différenciation dans la MO 

puis elles migrent vers les tissus périphériques lymphoïdes et non lymphoïdes (Reizis et al., 2011) 

Les pre-cDC représentent les précurseurs communs des DC conventionnelles ou cDC (Figure 5). 

Cependant la contribution des CLP dans la génération des cDC reste encore mal connue (Sichien 

et al., 2017). Les pre-cDC sont les seuls précurseurs à l’heure actuelle qui quittent la MO pour 

migrer via la circulation sanguine vers les tissus périphériques où ils terminent leur différenciation 

en cDC matures, soit en cDC1 (CD8α+/CD103+ cDC) soit en cDC2 (CD11b+ cDC) (Kang Liu et 

al., 2009) (Naik et al., 2007). Des études récentes ont mis en évidence une hétérogénéité dans la 

population de pre-cDC de la MO dans un modèle murin (A. Schlitzer et al., 2015) (Gary E. 

Grajales-Reyes et al., 2015). En effet, selon Schlitzer et collègues (A. Schlitzer et al., 2015), 4 

sous populations différentes ont pu être mises en évidence sur la base de l’expression de Ly6C et 

Siglec-H: La population de pre-cDC Siglec-H+ Ly-6C- représente la population la moins 

différenciée (appelée late CDP). Celle-ci va se différencier en pre-cDC Siglec-H+ Ly-6C+ (appelé 

pre-cDC). Cette dernière population de pre-cDC peut ensuite se différencier soit en pre-cDC 

biaisées vers un profil de cDC1 (appelé pre-cDC1) (Siglec-H-  Ly-6C-) soit en pre-cDC biaisées 

vers un profil de cDC2 (appelé pre-cDC2) (Siglec-H- Ly-6C+). L’analyse transcriptomique montre 

que les deux sous-populations pre-cDC1 et pre-cDC2 ont une expression élevée de gènes associés 
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à un phénotype mature de DC, tels que Zbtb46 et Tbx21. Les gènes qui codent pour Flt3, Stat2 et 

Stat3 sont omniprésents dans les 4 sous-populations de pre-cDC. Par contre, irf4, qui code pour 

un régulateur majeur de la lignée cDC2 (A. Schlitzer et al., 2013) (Persson et al., 2013), a une 

expression élevée au niveau les pre-cDC2 (A. Schlitzer et al., 2015). Tandis que les transcrits 

spécifiques de la lignée cDC1, incluant Id2, Batf3, Notch4 et Ifi205 (F. Ginhoux et al., 2009) 

(Miller et al., 2012), sont plus fortement exprimés au niveau les pre-cDC1  (A. Schlitzer et al., 

2015).  

 

Figure 5: Développement des cDC dans un modèle murin. 

Les cDC se développent à partir de CSH au niveau de la MO de manière progressive. Les CSH génèrent 
des MPP, qui génèrent ensuite des CMP, une étape régulée par le facteur de transcription appelé par Ikaros. 
A partir de ce stade, le développement des cDC est régulé au moins en partie par le PU.1. Les CMP se 
transforment ensuite en GMP, qui à leur tour se transforment en MDP et CDP, une étape nécessitant Irf8 et 
Gfil3, avant de devenir pre-cDC. Les pre-cDC de la MO ne sont pas toujours engagés. Ces cellules se 
divisent progressivement en pre-cDC1 de façon dépendante de l'Irf8 / Batf3 et en pre-cDC2. Ces pre-cDC 
quittent la MO et migrent vers la périphérie, via la circulation sanguine, pour se différencier en cDC1 et 
cDC2 respectivement. Le développement de cDC1 dépend d’Irf8, Id2, Batf3 et Nfil3, tandis que les cDC2 
nécessitent Zeb2, Irf4, RelB, Notch2, Klf4, Irf2 et Ikaros (Sichien et al., 2017). 
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2.2 La monopoïèse 
	

Un progéniteur de monocytes appelé cMoP a été identifié au niveau de la MO (Hettinger et al., 

2013). Ces cellules ont perdu l’expression de Flt3 (CD135), ont acquis l’expression de Ly6C et 

conservé l’expression de CD115 et de CX3CR1 (Hettinger et al., 2013). Les cMoP vont produire 

les monocytes inflammatoires (CD115+ Ly6Chi CX3CR1int) (Mo Ly6Chigh) et les monocytes 

résidents (CD115+ Ly6Clow CX3CR1hi) (Mo Ly6Clow) (Hettinger et al., 2013). Le développement 

des monocytes est régulé par plusieurs facteurs de transcription (Laslo et al., 2006). Parmi ces 

facteurs, le PU.1 a été identifié comme un facteur crucial qui joue un rôle clé dans la monopoïèse 

(DeKoter et al., 1998). Il a été démontré que l’IRF8 est impliqué également dans le développement 

des monocytes. En effet, les souris irf8-/- présentent une déplétion complète des Mo Ly6Chigh et 

une réduction de moitié des Mo Ly6Clow (Kurotaki et al., 2013). De même, il a été démontré que 

IRF8 coopère avec PU.1 pour former un amplificateur (enhancer) qui induit le klf4, un gène lié au 

développement des monocytes (Tamura et al., 2015). Les facteurs de croissance hémopoïétiques 

M-CSF (ou CSF-1) et GM-CSF (ou CSF-2), sont considérés comme des facteurs cruciaux dans la 

voie de développement des monocytes à l’homéostasie et durant l’inflammation, respectivement 

(Gasson, 1991) (Hamilton, 2008).  

La migration des Mo Ly6high  hors de la MO nécessite l'engagement du récepteur de chimiokine 

CCR2 (Serbina et al., 2006). En revanche, la plupart des Mo Ly6Clow gagnent la circulation 

sanguine indépendamment du CCR2 mais plutôt dépendant de CCR5 (Tacke et al., 2007) (R. N. 

Hanna et al., 2012). Les Mo Ly6Clow sont connus sous le nom de « patrolling monocytes » étant 

donné leur capacité à réparer l’endothélium endommagé lors de l’inflammation (Auffray et al., 

2007) (Carlin et al., 2013). Une étude a montré que le transfert adoptif de Mo Ly6Chigh entraine 

un recrutement de ces cellules vers les sites d'inflammation et montre que ces cellules ont une 

courte durée de vie, tandis que le transfert adoptif de Mo Ly6Clow montre que ces monocytes 

patrouillent les vaisseaux sanguins et la plupart de ces cellules résident principalement dans les 

tissus non enflammés avec une demi-vie plus longue (Geissmann et al., 2003). De même, 

l’approche de transfert cellulaire montre que les Mo Ly6Clow sont dérivés des Mo Ly6Chigh (Chen 

Varol et al., 2007), (Yrlid et al., 2006), (Sunderkotter et al., 2004). En effet, en absence 

d’inflammation, les Mo Ly6Chigh retournent vers la MO où ils vont se différencier en Mo Ly6Clow 

(Sunderkotter et al., 2004) (Chen Varol et al., 2007).  
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Les monocytes peuvent aussi reconstituer le MPS en donnant naissance à des macrophages et à 

des DC au niveau des tissus (Frederic Geissmann et al., 2010). Il est important de noter que de 

nombreuses études ont démontré la capacité des Mo Ly6Chigh à se différencier en DC produisant 

du TNF-α et des oxydes nitriques (Tip-DC : TNF-α and iNOS-producing DC) au cours des 

maladies cutanées (Serbina et al., 2006) (León et al., 2007) (Geissmann et al., 2008). De plus, les 

études de transfert adoptif des Mo Ly6Chigh dans une souris en état inflammatoire, montre la 

capacité de ces cellules à générer les moDC (Geissmann et al., 2003) (Geissmann et al., 2008).  

 

3 Homologie chez l’homme 
 

La culture in vitro de cellules souches hématopoïétiques humaines (CD34+) dérivés du sang de 

cordon et de la MO a permis d’identifier l’équivalent des MDP murins, appelé human MDP ou 

hMDP. Comme chez la souris, les hMDP génèrent (1) les hCDP  et (2) les cMoP (J. Lee et al., 

2015) (Kawamura et al., 2017). Les hCDP sont à l’origine des cDC et des pDC (J. Lee et al., 2015) 

(Gaëlle Breton et al., 2015). Il a également été décrit dans le sang de cordon, des précurseurs 

communs aux cDC (cDC1 CD141+ et cDC2 CD1c+) mais pas aux pDC appelés hpre-cDC (Gaëlle 

Breton et al., 2015) (See et al., 2017) (Breton et al., 2016). Des données émergentes ont suggéré 

une hétérogénéité au sein de la population de hpre-cDC, similaire à celle décrite chez la souris. Il 

existe en effet une fraction de hpre-cDC qui pourrait produire une des deux sous populations de 

cDC in vitro, suggérant qu'une fraction des hpre-cDC serait déjà engagée vers la voie des cDC1 

ou des cDC2 (Gaëlle Breton et al., 2015).  

En ce qui concerne les monocytes, les cMoP sont à l’origine de deux populations de monocytes 

chez l’homme et sont corrélées avec celles de souris. Cependant, ces cellules n’expriment pas les 

mêmes marqueurs de surface que ceux retrouvés chez la souris. Les monocytes humains sont 

caractérisés par l’expression du corécepteur au LPS (CD14) et du récepteur aux fragments 

cristallisables des anticorps (Fc) CD16. Les monocytes CD14+ CD16- représentent environ 95% 

des monocytes sanguins humains sont équivalents aux Mo Ly6Chigh murins qui constituent environ 

50% des monocytes de souris circulants (Geissmann et al., 2003) (Gordon et al., 2005) (Ziegler-
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Heitbrock, 2007). Les monocytes CD14+ CD16+  équivalents aux Mo Ly6Clow murins sont plus 

rares chez l’homme par rapport aux souris (Florent Ginhoux et al., 2014).  

 

4 Les facteurs de croissance  
 

4.1 Flt3-L  
	

Le développement de toutes les cellules hématopoïétiques est contrôlé par des facteurs de 

croissance spécifiques à la lignée/aux précurseurs. Le Flt3-L, est un régulateur crucial de 

l’hématopoïèse (Tsapogas et al., 2017). Il intervient plus particulièrement dans la prolifération et 

la différenciation des précurseurs de DC dans la MO et en périphérie (Watowich et al., 2010) 

(Karsunky et al., 2003). Plusieurs rapports ont montré que le Flt3-L est impliqué dans la 

différenciation terminale des pre-cDC en cDC1 et cDC2, plus particulièrement les cDC1, au niveau 

des tissus périphériques (F. Ginhoux et al., 2009) (Claudia Waskow et al., 2008a) (Kristin 

Hochweller et al., 2009).  

Flt3, le récepteur de Flt3-L, également connu sous le nom de CD135, Flk-2 (Fetal liver kinase 2) 

et STK-1 (Stem cell Tyrosine Kinase 1) (Karsunky et al., 2003) (K. Liu et al., 2009) est exprimé 

par plusieurs progéniteurs hématopoïétiques. Cependant, contrairement aux autres lignées, les DC 

conservent l'expression de Flt3 tout au long de leur processus de maturation (Karsunky et al., 2003) 

(K. Liu et al., 2010). Récemment, une étude a rapporté la capacité de certains Mo Ly6Chigh à 

exprimer Flt3 (Menezes et al., 2016). 

Le Flt3-L peut exister sous forme soluble ou transmembranaire, et est exprimé par de nombreux 

types cellulaires (Lyman et al., 1998) (K. Liu et al., 2010). Une étude antérieure dans un modèle 

murin s’est intéressée à étudier la production de Flt3-L et la source de ce facteur pour maintenir 

l’homéostasie des DC. Il a été montré que l’ARNm codant pour le Flt3-L est exprimé de façon 

ubiquitaire dans tous les organes (Lyman et al., 1998). En 2012, Miloud et ses collaborateurs ont 

montré que la production de Flt3-L dans les organes lymphoïdes (rate, thymus, MO…) est 

principalement médiée par les cellules hématopoïétiques (NK, NKT, mastocytes, basophiles, 

LT,…) alors que dans les organes non lymphoïdes (rein, poumon, côlon, intestin grêle…), les 

cellules non hématopoïétiques (cellules endothéliales, cellules stromales…) constituent sa source 

principale (Miloud et al., 2012). De plus, Miloud et ses collègues ont démontré que les poumons 
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contenaient la plus grande quantité de Flt3-L alors que les organes lymphoïdes, comme la rate et 

la MO, produisaient des quantités plutôt faibles.  

Les souris déficientes en Flt3-L (souris flt3l-/-) ou les souris traitées avec des inhibiteurs de Flt3 

(SU11657) montrent une réduction drastique du nombre de cDC et de pDC (McKenna et al., 2000) 

(R. Tussiwand et al., 2005). A noter que la génération des LC (DC retrouvées dans l’épiderme) et 

les Tip-DC ne dépend pas de Flt3-L. De même une étude a démontré une fréquence faible de pre-

cDC dans les poumons des souris flt3l KO par rapport aux souris contrôles. Ceci suggère que le 

Flt3-L agit sur la différenciation et aussi la prolifération des pre-cDC dans les tissus périphériques 

(F. Ginhoux et al., 2009). 

En parallèle, plusieurs études ont démontré que l'administration de Flt3-L chez les souris et chez 

l’homme, stimule l'expansion de cDC, pDC et leurs progéniteurs (Bjorck, 2001) (Karsunky et al., 

2003) (Maraskovsky et al., 1996) (Haniffa et al., 2012). En effet, les études chez l’homme 

montrent que l’administration de Flt3-L induit une expansion du nombre de hpre-cDC (Gaëlle 

Breton et al., 2015) et ainsi des cDC (CD11c+) mais aussi des pDC et des monocytes (CD14+) 

circulants dans le sang (Pulendran et al., 2000) (E. Maraskovsky et al., 2000). De façon 

intéressante, il a été démontré que la déplétion des DC induit une augmentation de la concentration 

de Flt3-L dans le sang ce qui suggère un boucle de rétrocontrôle pour maintenir la production des 

DC (Bigley et al., 2011) (Miriam Merad et al., 2013b). 

Le Flt3-L est couramment utilisé pour générer in vitro des DC différenciées à partir de cellules 

totales de MO chez les souris, et à partir des cellules progénitrices CD34+ humaines, représentant 

ainsi une source importante de DC pour les études expérimentales (Brasel et al., 2000; Karine et 

al., 2010) (Naik et al., 2007).  

 L’interaction de Flt3-L avec son récepteur Flt3 conduit à une dimérisation du récepteur et une 

activation secondaire de son domaine tyrosine kinase et la phosphorylation des protéines contenant 

le domaine Src-homologie 2 (SH2) (Figure 6). Le récepteur Flt3 activé phosphoryle également 

d’autres protéines telles que Grb2, Gab2, SHIP, conduisant finalement à l'activation des voies 

Ras/MEK/Erk/PI3K/AKT ou PKB et mTOR et bloque la voie FOXO (Lavagna-Sevenier et al., 

1998) (Ahsberg et al., 2010). Afin d’étudier le rôle de la voie mTOR dans le développement des 

DC, une étude a utilisé des souris déficientes pour les deux protéines RAPTOR et RICTOR 

spécifiquement au niveau des DC, qui sont des composants clés de mTORC1 et de mTORC2 

respectivement (J. D. Weber et al., 2012) (Kellersch et al., 2013) (Nobs et al., 2015). Il a été 
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montré que ces souris déficientes en mTOR et traitées avec Flt3-L présentent un défaut du nombre 

de DC pulmonaires et de cDC spléniques en particulier la sous-population CD8+ dans la rate. Le 

nombre de DC dans le foie et de pDC dans la rate n’est pas affecté. Ainsi, la voie mTOR joue un 

rôle crucial dans le développement des DC pulmonaires et spléniques (Nobs et al., 2015). Le Flt3 

peut également activer la voie de signalisation de STAT3 (Laouar et al., 2003) (N. Onai et al., 

2006) et STAT5a (Zhang et al., 2000) en activant la voie JAK/STAT. Pris dans son ensemble, 

l’interaction Flt3-L/Flt3 conduit à la transduction du signal par plusieurs voies de signalisation 

pour activer finalement des facteurs de transcription impliqués dans l’apoptose, la survie et la 

prolifération des cellules, notamment les DC.  

 

Figure 6: Voies de signalisation médiées par l'interaction  du Flt3-L/Flt3. 

Lors de l’interaction du Flt3-L avec son récepteur Flt3, ce dernier se dimérise et induit une activation par 
une phosphorylation des protéines contenant les domaines SHC et JAK et autres protéines tels que les Grb2, 
Gab2, SHIP, conduisant finalement à l'activation des voies Ras/MEK/Erk/PI3K/AKT ou PKB et mTOR et 
bloque la voie FOXO (Swords et al., 2012). 

4.2 GM-CSF 
	

Le GM-CSF ou le CSF-2 a été initialement découvert comme un facteur capable de générer à la 

fois des colonies de granulocytes et de macrophages à partir de précurseurs de cellules myéloïdes 

in vitro (Avalos, 1996). Le récepteur au GM-CSF ou GM-CSFR, appelé aussi CD116, est exprimé 
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principalement à la surface des cellules phagocytaires mononuclées et leurs précurseurs (Sjöblom 

et al., 2002). Le GM-CSF est le premier facteur de croissance utilisé pour générer des DC à partir 

de progéniteurs hématopoïétiques murins et de monocytes humains in vitro (Caux et al., 1992) 

(Inaba et al., 1992) (Sallusto et al., 1995). Une étude a montré que les DC dérivées d’une culture 

in vitro avec de GM-CSF sont équivalentes aux moDC ou Tip-DC plutôt que des DC à 

l’homéostasie (Y. Xu et al., 2007). Une autre étude plus récente a montré une hétérogénéité des 

cellules générées dans une culture in vitro avec GM-CSF. En effet, il a été mis en évidence la 

présence au moins de deux types cellules : des macrophages dérivés des monocytes et des DC 

dérivées des CDP (Helft et al., 2015). Le GM-CSF, inhibe in vitro le développement des pDC en 

activant la voie de signalisation de STAT5 (Esashi et al., 2008) (N. Onai et al., 2008). In vivo, il a 

été démontré que les organes lymphoïdes de souris déficientes en GM-CSF ont un nombre normal 

de DC (Vremec et al., 1997). Cependant, l’administration exogène ou la surexpression de GM-

CSF augmente exclusivement le nombre de DC dans les organes lymphoïdes (Maraskovsky et al., 

1996) (Vremec et al., 1997). Cette cytokine semble jouer un rôle plus important dans le 

développement des DC dans les tissus non lymphoïdes (Greter et al., 2012). En effet, le GM-CSF 

est impliqué dans le développement de DC (CD103+ CD11b+) dans l'intestin et les DC (CD103+ 

CD11b-) dans le poumon, le foie, le rein et le derme (Bogunovic et al., 2009) (Greter et al., 2012) 

(King et al., 2010) (C. Varol et al., 2009). A noter que le niveau d'expression de CD103 sur les 

DC est régulé par le GM-CSF (Zhan et al., 2011). Le GM-CSF est impliqué également in vivo 

dans la génération des moDC. En effet, il a été démontré que les monocytes transférés ne génèrent 

des DC que dans les tissus inflammatoires, sous l’action de GM-CSF (C. Varol et al., 2009) (Naik 

et al., 2007). 

Malgré ces données et sa désignation comme facteur de croissance hématopoïétique, le GM-CSF 

ne semble pas jouer un rôle majeur dans la myélopoïèse à l’homéostasie. En effet, les souris 

dépourvues de GM-CSF ou de son récepteur ne présentent aucune perturbation importante dans la 

lignée myéloïde (Greter et al., 2012) (Bogunovic et al., 2009) (Martin Guilliams et al., 2013). 

Cependant, si nous regardons de plus près la littérature, le GM-CSF semble participer au maintien 

des DC, notamment en périphérie. Bien que les souris déficientes en GM-CSF aient un nombre 

normal de DC dans les tissus lymphoïdes, le GM-CSF semble être impliqué dans l’homéostasie 

des DC dans les tissus non lymphoïdes (D. Kingston et al., 2009) (Greter et al., 2012). 
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4.3 M-CSF 
	

Le M-CSF appelé aussi le CSF-1 est un facteur crucial qui régule la production, la survie et le 

développement des monocytes et des macrophages (Douglass et al., 2008). Le M-CSFR ou CD115 

est exprimé principalement sur les monocytes, les macrophages et leurs précurseurs. Des études 

chez des souris op/op (osteopetrotic : présentent une mutation dans le gène M-CSF) qui produisent 

du M-CSF non fonctionnel, montrent un défaut majeur dans la production des monocytes et des 

macrophages (Frank et al., 2003) (Penkowa et al., 2002). Ceci entraine des maladies neurologiques 

ou squelettiques (ostéopétrose) mais peu de dysfonctionnements immunologiques (Wiktor-

Jedrzejczak et al., 1990) (Pixley et al., 2004). La déficience pour le récepteur CD115 a un effet 

plus grave sur le nombre des monocytes/macrophages que la déficience en M-CSF (Dai et al., 

2002). Ceci pourrait être expliqué par l’identification de l’IL-34 en tant qu’autre  ligand de CD115 

(H. Lin et al., 2008). Quelques études ont suggéré un rôle du M-CSF dans le développement des 

DC chez la souris. En effet, le récepteur de M-CSF (CD115) est exprimé à la surface de la plupart 

des DC au niveau des organes lymphoïdes (MacDonald et al., 2005) ou encore au niveau des 

progéniteurs de DC, tels que les MDP et les CDP dans la MO (C. Waskow et al., 2008) (Nobuyuki 

Onai et al., 2007). De même, ce récepteur soutient également le développement des pDC et des 

cDC in vitro et in vivo (Nobuyuki Onai et al., 2007) (Merad et al., 2009). En effet, les souris 

déficientes en M-CSFR présente une légère réduction de ces 2 types cellulaires (MacDonald et al., 

2005). Finalement, il a été suggéré que le M-CSF est nécessaire pour le développement in vivo des 

cellules Tip-DC et les LC, mais cette observation reste encore à être démontrer (F. Ginhoux et al., 

2006) (Greter et al., 2012). 
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Chapitre 3 Régulation de l’hématopoïèse et de la myélopoïèse 
durant l’infection  

 

Il est connu depuis longtemps que les infections bactériennes, virales ou parasitaires, systémiques 

ou locales, peuvent affecter l’hématopoïèse et plus particulièrement la myélopoïèse au niveau de 

la MO. Les données de la littérature montrent que les infections aigues accélèrent la myélopoïèse 

en déclenchant la mobilisation des cellules myéloïdes de la MO vers les tissus infectés par un 

mécanisme appelé «myélopoïèse d’urgence». Cependant, les mécanismes moléculaires et 

cellulaires par lesquels la niche hématopoïétique régule la production, le maintien et la sortie des 

cellules immunitaires lors d’une infection virale, restent mal compris. 

Durant mes travaux de thèse, nous avons utilisé un modèle d’infection virale pulmonaire par 

Influenza de type A et étudié les conséquences d’une telle infection sur la myélopoïèse. Pour cela, 

il serait intéressant de mieux comprendre les mécanismes d’interférences des virus avec 

l’hématopoïèse et leurs conséquences sur la défense de l’hôte. 

 

1 Mécanismes d'interférence virale avec l'hématopoïèse 
	

Les virus et les réponses immunitaires anti-virales ont un impact majeur sur l'hématopoïèse 

(Glatman Zaretsky et al., 2014). King et Goodell ont classé quatre mécanismes différents par 

lesquels les infections virales peuvent influencer la biologie des HSPC (Hematopoietic Stem and 

Progenitors Cells) (Figure 7) (K. Y. King et al., 2011). Les deux premiers agissent de façon 

directe sur les HSPC soit (i) infection directe, soit (ii) reconnaissance directe d'un agent pathogène 

via ses PAMP. Les deux autres mécanismes sont indirects : soit (iii) via des cytokines pro-

inflammatoires libérées par d'autres cellules, soit (iv) par des modifications du 

microenvironnement de la MO. Ces quatre scénarios peuvent se dérouler en même temps et 

amplifier l’effet de l’infection sur l’hématopoïèse. 

1.1 Infection virale directe des HSPC 
	

Un certain nombre de virus comprenant le CMV (Cytomegalovirus), le HCV (Hepatitis C virus) 

et le HHV (Human Herpes Virus), peuvent infecter directement les HSPC (Maciejewski et al., 
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1992) (Mirandola et al., 2000). Certains de ces virus peuvent même inhiber l'hématopoïèse après 

une infection directe des HSPC. Par exemple, l’infection par le CMV ou par le HHV-7  induit une 

myélosuppression in vitro en diminuant la survie et la prolifération de ces cellules par un 

mécanisme de lyse/apoptose (Simmons et al., 1990) (Mirandola et al., 2000). Le parvovirus B19, 

le seul parvovirus pathogène humain connu, a un tropisme sélectif pour la lignée érythroïde dans 

la MO. Il induit un blocage de l'érythropoïèse qui peut se manifester par une aplasie transitoire ou 

persistante des érythrocytes (Chisaka et al., 2003). De plus, l’interaction directe de ce virus avec 

les HSPC induit des changements dans l'expression des facteurs intracellulaires, tels que le 

microARN, et peut ainsi affecter l'hématopoïèse. En effet, les rétrovirus tels que le HIV (Human 

Immunodeficiency Virus) et le HTLV (Human T-Lymphotropic Virus) ciblent les microARN et 

altèrent les voies cellulaires. Ces effets peuvent entraîner le développement de tumeurs malignes 

hématopoïétiques telles que les lymphomes à cellule B et les lymphomes de Hodgkin (Bouzar et 

al., 2008) (Ouellet et al., 2009). Les virus HIV et SIV (Simian Immunodeficiency Virus) ont un 

effet délétère à des stades précoces de l’infection. Par exemple, les SIV ont des effets inhibiteurs 

sur l'hématopoïèse ex vivo chez l’homme, notamment sur les progéniteurs hématopoïétiques 

CD34+. Cette inhibition dépend entièrement de la présence de la protéine virale Nef qui interfère 

avec les voies de STAT5a et STAT5b (Prost et al., 2008). 

Globalement, l'infection virale directe des HSPC altère la production des cellules 

hématopoïétiques. Cependant, les mécanismes sous-jacents n'ont pas été complètement élucidés. 

Il est possible que l’interférence du virus avec la machinerie des cellules hôtes infectées, contribue 

à inhiber leur cycle de vie et ainsi l’expansion et la différenciation de ces cellules.  

1.2 Reconnaissance directe des PAMPs viraux  
	

Les PRR les plus étudiés au niveau de CSH sont les récepteurs transmembranaires de type TLR, 

et les récepteurs intracellulaires RLR (RIG-I) (J. Chow et al., 2015). Quatre TLR sont 

principalement impliqués dans la reconnaissance des acides nucléiques viraux: Les TLR3, 7, 8 et 

9. D'autres TLR extracellulaires peuvent également être impliqués tels les TLR2 et TLR4, qui 

peuvent reconnaitre des composants viraux tels que les glycoprotéines de l’enveloppe virale 

(Xagorari et al., 2008). 
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De façon intéressante, plusieurs TLR endosomaux et extracellulaires ont été retrouvés au niveau 

des CSH (Schuettpelz et al., 2013). En effet, De Luca et ses collègues ont rapporté que les HSPC 

expriment le TLR3 (De Luca et al., 2009), alors que l’équipe de Sioud a montré que ces cellules 

exprimaient particulièrement les TLR7 et les TLR8 (Sioud et al., 2006). Ces différentes 

observations pourraient s'expliquer par des sources différentes de cellules utilisées. Par exemple, 

De Luca et ses collègues ont isolé les HSPC à partir du sang de cordon, alors que l’équipe de Sioud 

a  isolé ces cellules de la MO. Par conséquent, l’expression de TLR à la surface des HSPC 

circulantes montre que ces cellules ont la capacité de détecter la présence d’un antigène au cours 

d’une infection systémique. A noter que ces cellules expriment également le TLR2 (Herman et al., 

2016)  (Nagai et al., 2006).  L’interaction directe de l’antigène viral avec les TLR (TLR2/4 dans 

un modèle murin et TLR7/8 dans un modèle humain)  déclenche in vitro et in vivo le cycle 

cellulaire des CSH quiescents (Nagai et al., 2006; Sioud et al., 2006; Takizawa et al., 2011), 

suggérant un rôle précoce important de ces cellules dans la détection des pathogènes et la 

modulation de l'hématopoïèse au cours de l'infection. Récemment, il a été rapporté que l'exposition 

des HSPC murins aux ligands de TLR, altère l’expression des récepteurs de chimiokines 

(Takizawa et al., 2012), suggérant que l’activation des TLR pourrait même réguler la capacité de 

migration de HSPC. 

Bien que la voie de signalisation de TLR7 et TLR8 aboutit à la différenciation des HSPC vers la 

lignée myéloïde (Sioud et al., 2006), l’activation de TLR9 induit la production in vitro de DC au 

détriment des macrophages (Megias et al., 2012). En effet, il a été rapporté que les CLP provenant 

de souris infectées par le virus de l'herpès et déficientes en TLR9 (tlr9-/-) ont une capacité diminuée 

à générer des DC in vitro comparativement aux CLP provenant de souris infectées de type sauvage. 

Ceci suggère qu’au cours de l’infection par le virus de l'herpès, les CLP sont engagés vers la 

différenciation des DC, de façon dépendante de TLR9. Dans cette même étude, ces résultats ont 

été confirmé in vivo après un traitement de souris non infectées avec du CpG-ODN (le ligand de 

TLR9) : ce traitement est associé à une augmentation de la génération de DC au niveau de la MO 

(Robert S. Welner et al., 2008). Par contre, inversement, une étude in vivo a montré que la 

signalisation TLR9 réduit le potentiel des CMP à produire des DC (Robert S. Welner et al., 2008). 

Ces résultats indiquent que l’activation de TLR9 affecte, de manière différente, la production de 

DC dérivants de la lignée myéloïde (CMP) ou lymphoïde (CLP).  
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En conclusion les HSPC répondent aux infections virales après la reconnaissance directe de 

plusieurs PAMP viraux. Ainsi, l'activation de différents types de PRR peut aboutir à des effets 

différents, y compris les changements dans l'expression des récepteurs de chimiokines, l’altération 

dans la différenciation des lignées cellulaires et l'induction de l'apoptose. 

 

1.3 Effet des cytokines pro-inflammatoires sur l’hématopoïèse 
	

Bien que la perturbation dans le processus de l’hématopoïèse en conditions pathologiques puisse 

être attribuée à l’infection directe de la MO, les infections locales et les infections systémiques 

peuvent également entraîner des altérations profondes de l’hématopoïèse par le biais des cytokines 

et des chimiokines produites (Lopez et al., 2011). Une fois les PRR activés par les virus au niveau 

des sites d’infection, les cellules immunitaires et non-immunitaires produisent localement un grand 

nombre de cytokines et de chimiokines, notamment IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α, GM-CSF, 

TGF-β, CCL-3 (MIP-1α), CCL-4 (MIP-1β), CXCL-10 (IP-10) et IFN-I. Les types de cytokines 

produites dépendent de la voie de signalisation activée par l’interaction particulière d’un PAMP 

viral avec son PRR spécifique sur un type cellulaire particulier (Mogensen et al., 2001; Rouse et 

al., 2010). En général, les cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL-1β, l'IL-6 et le TNF-α 

associées à la production d'IFN-I, sont communes à toutes les infections virales et bactériennes 

(Mogensen et al., 2001). L’IFN-I peut déclencher le cycle cellulaire de CSH et induire leur 

prolifération et leur différenciation, en aboutissant finalement à une diminution du nombre de 

cellules indifférenciées (Sato et al., 2009). De même, une étude a montré que l’IFN-I peut agir sur 

la fonction des HSPC. En effet, il a été démontré que l’infection par le virus d’influenza, ou encore 

par le virus Sendai dans un modèle murin, induit la production d'IFN-I dans le poumon qui gagne 

ensuite la MO via la circulation sanguine et induit une augmentation de l’expression des gènes 

antiviraux dans les cellules hématopoïétiques (Hermesh et al., 2010). 

L’IL-6 est exprimé fortement dans des conditions inflammatoires, y compris les infections par le 

virus de l’herpès et le virus grippal (S. R. Paludan, 2001) (Matsukura et al., 1996) et suite à une 

stimulation par le LPS (Eggesbo et al., 1996) (Beurel et al., 2009). L'IL-6 stimule la production 

de neutrophiles dans la MO (Chiba et al., 2017). Cette cytokine soutient également le 
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développement des cellules B, ce qui assure la résistance contre diverses infections virales tels que 

le virus EBV (Hirano et al., 1985) (Chiba et al., 2017). 

La production systémique importante d'IL-1β et de TNF-α caractérise de nombreuses infections 

virales et provoque des altérations au niveau de la MO. Le TNF-α entraîne une réduction dans le 

nombre des progéniteurs lymphocytaires, tandis que l'IL-1β induit une augmentation du nombre 

de précurseurs granulocytaires dans la MO (Ueda et al., 2004). Etant donné que l’interaction 

CXCR4-CXCL12 induit la rétention des LB et des cellules myéloïdes (les précurseurs 

granulocytaires) dans la MO (Ma et al., 1999), le traitement avec le TNF-α réduit le niveau de 

CXCL12 dans la MO et augmente la mobilisation des LB dans la circulation sanguine (Ueda et 

al., 2004). 

Des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre le rôle physiologique de ces 

changements induits par les cytokines dans la MO et pour comprendre leur impact sur le 

développement de réponses immunitaires adaptées à des pathogènes spécifiques. 

 

1.4 Impact de l’altération du microenvironnement de la MO après une 
infection virale sur l’hématopoïèse   

	

Les infections virales peuvent également affecter l'hématopoïèse en altérant la niche de la MO. 

Outre les cellules hématopoïétiques, la MO contient également des cellules non hématopoïétiques 

telles que des ostéoblastes, des cellules stromales mésenchymateuses (CSM), des adipocytes, des 

cellules périvasculaires, des cellules endothéliales (CE) et des cellules de Schwann non 

myélinisantes (Kiel et al., 2008; Sugiyama et al., 2012). Depuis longtemps, il est connu que les 

cellules non hématopoïétiques de la MO sont capables de maintenir in vivo une hématopoïèse à 

long terme en soutenant un pool de CSH quiescents. Ceci est médié par plusieurs facteurs parmi 

lesquels on cite principalement le facteur HIF-1 alpha (Hypoxia-Inducible Factor-1 alpha), le 

CXCL-12 produit par les cellules stromales (Tzeng et al., 2011) (Takubo et al., 2010) et le TGF-

β (Transforming Growth Factor β) produit par les cellules de Schwann non myélinisantes 

(Yamazaki et al., 2009).  

Il n’est pas encore clairement établi si les cellules stromales de la MO sont ciblées directement par 

l’infection virale et si elles peuvent être impliquées dans la régulation de l’hématopoïèse durant 
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une infection. Des études ont suggéré que les populations stromales peuvent être directement 

infectées par certains virus, ce qui peut entraîner l’apoptose et le dysfonctionnement de ces 

cellules. En effet, il a été rapporté que les virus de CMV infectent les CSM de la MO et suppriment 

leur capacité à soutenir l’hématopoïèse in vitro (Nombela-Arrieta et al., 2016). De même, le virus 

de LCMV (Lymphocytic Choriomeningitis Virus) peut infecter à la fois les cellules stromales et 

les précurseurs mégacaryocytaires et myélocytaires. L’infection par ce virus conduit à une aplasie 

transitoire dans la MO de façon dépendante de l'action directe de l’IFN-I et de l’IFN-γ sur les 

cellules hématopoïétiques. Cette aplasie atteint son pic 3 jours après l’infection et revient à son 

état normal 10 jours après, coïncidant avec la clairance virale. Cependant, la contribution des 

cellules stromales dans cette altération n'a pas été rapportée (Binder et al., 1997). Récemment, une 

étude a montré qu’en réponse à l'IFN-γ sécrété par les cellules T CD8+ lors d’une infection par 

LCMV, les CSM produisent de l’IL-6 qui à son tour régule négativement l’expression de deux 

facteurs de transcription : Runx-1 et Cebpα et augmente la différenciation de la lignée myéloïde 

(Schurch et al., 2014). Ces résultats indiquent que, pendant l'infection par le LCMV, l'IFN-γ 

sécrété par les LT cytotoxiques augmente la myélopoïèse via la niche de la MO.  

.  
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Figure 7: Les  quatre mécanismes par lesquels les infections virales peuvent influencer la fonction 
des HSPC. 

Le virus interagit directement avec les HSPC: par une infection directe (1) ou par la reconnaissance 
spécifique du virus via les PRR (2). De même, le virus peut affecter indirectement la production des cellules 
hématopoïétiques: via des médiateurs inflammatoires (3) ou par des changements dans le 
microenvironnement de la MO (4). Au cours d'une infection virale, ces mécanismes contribuent aux 
altérations de l'hématopoïèse. (a) Lorsqu’un virus infecte une HSPC, la reconnaissance est médiée par des 
PRR intracellulaires (b) la reconnaissance des infections virales par les PRR conduit généralement à la 
production de cytokines pro-inflammatoires, telles que les IFN-I. (c) L'IFN-γ est produit par les cellules T 
spécifiques du virus et peut affecter directement les HSPC et induit la production d'IL-6 par les CSM, en 
provoquant la différenciation vers la lignée myéloïde (Pascutti et al., 2016).  

 
2 L’altération de la myélopoïèse durant l’infection 
	

La myélopoïèse d’urgence constitue un indicateur de stress et de la présence d’une inflammation 

(Katherine Y. King et al., 2011) (Goldszmid et al., 2014). Contrairement aux LT et LB qui peuvent 

fortement proliférer en réponse à la reconnaissance spécifique de leurs antigènes, les cellules 
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immunitaires innées doivent être reconstituées à partir des CSH et des progéniteurs dans la MO à 

cause de leur faible activité proliférative. Il a été démontré que les signaux provenant de l'agent 

infectieux ou de la réponse immunitaire qui en résulte, déclenchent le cycle cellulaire de CSH pour 

passer d'un état quiescent à un état prolifératif (Schuettpelz et al., 2013). Cependant, les 

mécanismes moléculaires sous-jacents de cette activation restent encore mal compris (Furusawa 

et al., 2016).  

 

Au cours des infections bactériennes, la myélopoïèse est profondément affectée afin d’augmenter 

la production et le recrutement des cellules myéloïdes, tels les monocytes et les neutrophiles au 

niveau du site d’infection. Des études antérieures chez l’homme et chez les souris, ont rapporté 

une forte augmentation de la concentration de G-CSF, GM-CSF et Flt3-L circulants dans le sang 

(100 fois plus par rapport aux concentrations basales) lors des infections bactériennes systémiques 

(Kawakami et al., 1990) (Cebon et al., 1994) (Watari et al., 1989) (Cheers et al., 1988) (Selig et 

al., 1995) (Presneill et al., 2000). Cette augmentation est associée à une prolifération accélérée des 

précurseurs des cellules myéloïdes au détriment des cellules lymphoïdes, au niveau de la MO avec 

une augmentation importante de la production de granulocytes plus particulièrement les 

neutrophiles (Markus G. Manz et al., 2014). L'injection de LPS, un composant de la paroi 

bactérienne, augmente la production de granulocytes, de monocytes et de DC mais diminue la 

production de LB (Nagai et al., 2006) (Ueda et al., 2005) (C. Shi et al., 2011). De même, 

l’activation de l’inflammasome suite à une infection bactérienne induit la production de G-CSF de 

façon dépendante d’IL-1α et l’IL-1β entrainant une myélopoïèse d’urgence (Dubois et al., 1993). 

L’infection par Escherichia coli induit la production de G-CSF, via l’activation de la voie 

TLR4/MYD88 au niveau de la MO et accélère ainsi la production granulocytaire, plus 

particulièrement celles des neutrophiles (Boettcher et al., 2014). Une étude plus récente a mis en 

évidence la production d’IL-3 médiée par les LB qui contribue à son tour à l’augmentation de la 

production de neutrophiles et de monocytes impliqués dans l’inflammation au cours du sepsis (G. 

F. Weber et al., 2015). Par conséquent, la concentration élevée en IL-3 chez les patients septiques 

constitue un indicateur de mauvais pronostic. Pasquevich et ses collègues ont rapporté que 

l’infection systémique par Yersinia enterocolitica favorise la monopoïèse au détriment de la 

différenciation des cDC d'une manière dépendante de TLR-4 et de l’IFN-γ (Pasquevich et al., 

2015). Une augmentation similaire dans le nombre des précurseurs de monocytes au niveau de la 
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MO a été observée au cours de l’infection par Listeria monocytogenes. Les auteurs ont montré que 

ce phénomène était dépendant de la signalisation de MYD88/Trif et associé à une augmentation 

de l’expression de CCL2 qui induit le recrutement continue des monocytes vers la rate (Serbina et 

al., 2009) (C. Shi et al., 2011). Une étude intéressante a montré que l’infection avec une dose létale 

de Listeria monocytogenes altère la fonction des monocytes au niveau de la MO en stimulant les 

voies de signalisation anti-inflammatoires et inhibant les effets bactéricides de ces cellules 

(Drevets et al., 2010). De même, l’infection par Ehrlichia muris induit aussi des changements dans 

la fonction et dans le phénotype des cellules progénitrices myéloïdes dans la MO et augmente la 

production de granulocytes et de  monocytes dépendant de la signalisation directe de l’IFN-γ 

(MacNamara, Oduro, et al., 2011). 

  

Dans le cas des infections parasitaires, l’agent infectieux peut également affecter indirectement les 

cellules myéloïdes de la MO, via la production de médiateurs pro-inflammatoires. Les études sur 

le rôle de cytokines dans le contexte des infections parasitaires restent cependant peu nombreuses. 

L’infection chronique intestinale par Toxoplasma gondii induit une production locale d’IL-12 par 

les DC. L’IL-12 gagne la circulation sanguine et entre dans la MO conduisant à la production 

d’IFN-γ par les NK. L’IFN-γ conduit à son tour une altération de la monopoïèse et une 

reprogrammation des précurseurs de monocytes (cMoP) dans la MO, conduisant à la production 

de monocytes aux propriétés régulatrices (Askenase et al., 2015 1). Cette propriété permet ainsi 

au parasite de contrôler la réponse immunitaire de l’hôte (Drevets et al., 2010). De même, lors 

d’une infection expérimentale par Plasmodium berghei (Malaria), l’IL-27, une des cytokines de la 

famille IL-6/IL-12, a une capacité unique à agir directement sur les progéniteurs hématopoïétiques 

en favorisant leur expansion et leur différenciation vers la lignée myéloïde et favorisant ainsi la 

myélopoïèse. En outre, il a été montré que l’IL-27 augmente la production de neutrophiles au 

niveau de la MO (Furusawa et al., 2016). 

 

Les infections virales peuvent également altérer la myélopoïèse. Cette altération médiée par 

plusieurs mécanismes (détaillés avant), peut débuter dès les stades les plus primitifs de 

l’hématopoïèse (HSPC) (Pascutti et al., 2016). L’infection systémique par LCMV accélère la 
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monopoïèse au détriment la génération de neutrophiles de façon dépendante de la production de 

l’IFN-γ (de Bruin et al., 2012). Les infections virales respiratoires aigües, tel le Pneumovirus, 

engage la différenciation des progéniteurs vers la lignée myéloïde sous l’action de TNF-α et d’IFN-

γ dans la MO et augmente leur recrutement vers les poumons (Maltby et al., 2014). En plus de leur 

production, les infections virales affectent la fonction des cellules de la MO. En effet, l’infection 

locale par le virus Sendaï, induit l’expression des gènes anti-viraux dans la MO, via la production 

d’IFN-I et assurant une réponse inflammatoire pulmonaire importante pour la clairance virale 

(Hermesh et al., 2010) 

Lors de la grippe, une accumulation de cellules myéloïdes au niveau de la MO a été observé (Long 

et al., 2013). L’équipe de Tang a confirmé ces résultats avec une contribution de la signalisation 

CD137L/CD137 dans la myélopoïèse d’urgence (Tang et al., 2013). L’accélération de la 

myélopoïèse pourrait être un mécanisme sous-jacent du virus de la grippe pour augmenter la 

production et le recrutement des cellules myéloïdes dans les poumons et renforcer ainsi la défense 

anti-virale (Perrone et al., 2008) (Tang et al., 2013) (Hermesh et al., 2010) (Long et al., 2013). 

Bien que Stifter et ses collègues aient exclu le rôle des interférons dans la régulation de la 

myélopoïèse lors de la grippe (Stifter et al., 2016), l’équipe de Hermesh a mis en évidence 

l’implication d’IFN-I dans l’altération du phénotype des cellules de la MO en augmentant la 

transcription des gènes antiviraux (il6, il12p40, ccl2 et Ifn-I) et améliorant la clairance virale 

(Hermesh et al., 2010). A noter que dans cette dernière étude, les auteurs ont montré l’absence du 

virus dans la MO.  

Ces données montrent que l’infection respiratoire par le virus de la grippe peut contrôler 

indirectement le processus de la myélopoïèse, sans avoir infecté directement la MO, afin 

d’améliorer la réponse immunitaire pulmonaire. Les études restent cependant très limitées.   
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Chapitre 4 La grippe : agent infectieux, aspects cliniques et 
épidémiologie 

 

1 Classification et structure de virus grippaux A 
 

Le virus  de la grippe ou le Myxovirus influenza appartient à la famille des Orthomyxoviridae qui 

comprend plusieurs genres: influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C, Influenzavirus 

D, Thogovirus et Isavirus (Szewczyk et al., 2014). A noter que dans notre projet nous nous sommes 

intéressés au type A que nous détaillerons par la suite.  

Les virions d’Orthomyxovirida sont généralement de forme sphérique, avec un diamètre allant de 

100-200 nm. Toutefois, certaines souches de laboratoire peuvent former des structures filiformes 

prolongées, qui dépassent parfois 1000 nm. Les virions sont relativement instables dans 

l'environnement et sont inactivés par la chaleur, la sécheresse, les pH extrêmes et de détergents 

(Palese, 2004). Influenzavirus est un genre de virus dont le support génétique est segmenté en 8 

segments d’ARN  qui sont des simples brins, linéaires, de polarité négative (ARN -), avec une 

nucléocapside à symétrie hélicoïdale (Bouvier et al., 2008) (Figure 8). Six de ces segments codent 

pour des protéines uniques : l’hémagglutinine (HA), la neuraminidase (NA, une protéine 

tétramérique), la nucléoprotéine (NP), et les 3 sous-unités de la polymérase virale (PA, PB1 et 

PB2). Un segment code pour les protéines de matrice 1 et 2 (M1 et M2) et un segment code pour 

la protéine non-structurale 1 (NS1) et pour la protéine d’export nucléaire (NS2 ou NEP : Nuclear 

Export Protein) (J. M. Chen et al., 2009). L’enveloppe virale se compose d’une bicouche lipidique 

(composée de deux feuillets) qui provient des membranes plasmiques de l'hôte et qui contient les 

glycoprotéines de surface majeures : la HA par laquelle le virus s’attache aux cellules cibles et la 

NA qui sert à libérer les virions formés par les cellules infectées. De même, un petit  nombre de 

canaux ioniques composés de tétramères de la protéine de matrice M2 est inséré également dans 

l’enveloppe virale et impliqué dans la régulation du pH interne du virus (Nayak et al., 2009). 

L’enveloppe est soutenue par la protéine de matrice M1, qui est la plus abondante dans les virions, 

et joue un rôle important dans la fixation de la ribonucléoprotéine (RNP) (Szewczyk et al., 2014). 

La RNP est une structure complexe composée principalement de la protéine NP qui enveloppe les 

huit différents segments d'ARN. Chaque segment d’ARN est associé par son extrémité, à un 

complexe de trois protéines de transcription/réplication: PB1, PB2 et PA  (Boivin et al., 2010) 
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Concernant la protéine NS1, il a été montré qu’elle est impliquée dans le blocage de la synthèse 

protéique des cellules et dans l’inhibition de la réponse immunitaire de l’hôte. 

Figure 8: Structure du virus influenza A. 

Deux glycoprotéines de surface, HA et NA, ainsi que la protéine du canal ionique M2 sont intégrées dans 
l'enveloppe virale qui est dérivée de la membrane plasmique de l'hôte. Le complexe RNP comprend un 
segment d'ARN viral associé à la NP et trois protéines polymérases (PA, PB1 et PB2). La protéine de la 
matrice M1 est associée à la fois à la RNP et à l'enveloppe virale. Un petit nombre de protéines NS2 est 
également présent, mais sa localisation dans le virion est inconnue (Horimoto et al., 2005). 

 

2! Le cycle de réplication virale 
!

Le cycle de réplication du virus influenza A est un cycle lytique qui aboutit à la lyse des cellules 

infectées ; le virus détourne la machinerie de la cellule hôte vers la production de nouveaux virions 

qui vont ensuite infecter de nouvelles cellules (Figure 9). 

2.1! Fixation du virus sur la cellule hôte 
!

Le cycle d’infection débute par la liaison spécifique de la particule virale, via la glycoprotéine de 

surface HA, aux récepteurs portés par les protéines membranaires des cellules cibles : les acides 
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N- acétylneuraminiques (NeuAc) ou acides sialiques (SA). Le SA est un dérivé de sucre (ose) à 

onze atomes de carbone couramment trouvé aux extrémités de plusieurs glycoconjugués. Ainsi, il 

est omniprésent dans le mucus associé à la membrane muqueuse de la bouche, du nez, du tractus 

respiratoire et du tractus gastro-intestinal (Bouvier et al., 2008). 

 

2.2 Endocytose de la particule virale 
	

À la suite de la fixation sur la cellule hôte, le virus de la grippe pénètre par endocytose via des 

vésicules de clathrine (Roberts et al., 2015). L'acidité du compartiment endosomal est importante 

pour la décapsidation du virus. Le pH acide conduit à une modification conformationnelle 

irréversible de la HA qui sera clivée en deux sous-unités : HA1 et HA2, reliées ensemble par des 

liaisons disulfures. La HA clivée subit de nouveaux changements structurels qui sont mis en 

évidence par l’exposition du peptide de fusion à l’extrémité N-terminale de la sous unité HA2 pour 

initier la fusion de l'enveloppe virale avec la membrane endosomale (Nayak et al., 2004; Szewczyk 

et al., 2014). Les ions d'hydrogène sont ensuite pompés à partir de l'endosome dans la particule de 

virus par l'intermédiaire du canal ionique M2. Ceci permet la libération de RNP et les 8 segments 

génomiques dans le cytoplasme de la cellule infectée {Sieczkarski, 2005 #94). 

2.3 Passage nucléaire des ARN négatifs 
	

La réplication et la transcription virale se déroulent dans le noyau, les ribonucléoprotéines passent 

du cytoplasme au noyau à travers les pores nucléaires par un transport actif (ATP dépendant). De 

plus, les protéines virales NP, PA, PB1 et PB2 contiennent un signal de localisation nucléaire 

(NLS) permettant l’interaction avec des protéines cellulaires (karyophérine α et β) qui sont 

impliquées dans le transport vers le noyau (Samji, 2009). 

 

2.4 Transcription et réplication virale 
	

Comme mentionné ci-dessus, le génome viral est constitué de brins d'ARN de sens négatif : celui-

ci doit d'abord être converti en un ARN de sens positif pour être transcrit (Samji, 2009). 
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La réplication et la transcription virale se déroulent dans le noyau et sont catalysées par le 

complexe trimérique viral, l'ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) qui est constituée de PB2, 

PB1, et la sous-unité PA (Matsuoka et al., 2013).  

La transcription consiste à synthétiser l’ARNm à partir de l’ARNv. L’enzyme RdRP reconnait 

spécifiquement la coiffe méthylée de l’extrémité 5’des pre-ARNm cellulaires. Grâce à son activité 

endonucléasique, l’enzyme clive l’ARNm cellulaire, 10 à 15 nucléotides après la coiffe. Ces 

oligonucléotides formés servent d’amorces pour la synthèse de l’ARNm viral à partir de l’ARNv : 

ce mécanisme est appelé « cap snatching » (Boivin et al., 2010). Ces ARNm néoformés sont 

reconnus par la machinerie de la cellule infectée et traduits en protéines.  

La réplication consiste à amplifier les ARN du virus. Cette phase ne nécessite pas la présence 

d’une amorce, elle commence par une phase de transcription  (Vreede et al., 2007). En effet, deux 

types d’ARN positifs sont formés grâce à l’enzyme RdRP : une copie complémentaire (ARNc) de 

polarité positive qui sert de matrice à la synthèse des brins négatifs pour constituer le génome viral 

et une copie d’ARNm de polarité positive qui sera exprimée en protéines virales (Fodor, 2013) 

(Neumann et al., 2004 ?).  

L’élongation de l’ARNm s’effectue par la transcription de la matrice ARNv jusqu’au signal de 

polyadénylation, constitué par une série de cinq à sept uraciles (U) situé en amont de l’extrémité 

5’ du brin de l’ARNv (Robertson et al., 1981).  

2.5 Synthèse des protéines virales 
	

Lors d’une infection virale par influenza de type A, un arrêt de la synthèse des protéines cellulaires 

de l’hôte est observé alors que les ARNm viraux sont traduits très efficacement. Cette traduction 

sélective est orchestrée par le détournement de plusieurs facteurs cellulaires de traduction, en 

bloquant la production des enzymes anti-viraux, vers les séquences conservées des extrémités 5 

non traduites (5UTR) des ARNm viraux (J. C. Kash et al., 2006). 

Les ARNm viraux, positifs, coiffés et polyadénylés sont exportés dans le cytoplasme où ils sont 

traduits en protéines virales. Les protéines HA et NA possèdent des signaux de glycosylation 

permettant de gagner l’appareil de Golgi où les chaînes oligosaccharidiques y sont ajoutées. Les 

PA, PB1 et PB2 sont des protéines caryophiles ; elles regagnent le noyau pour former les RNP. 
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La protéine virale de matrice M1 et la protéine d'export nucléaire, NEP, ont des rôles critiques 

dans cette étape. Après la liaison de M1 au complexe RNP, la protéine NEP s’attache au complexe 

RNP/M1 par son domaine C-terminal (Akarsu et al., 2003) et va permettre la sortie des RNP 

néoformées du noyau vers la membrane par l’intermédiaire du « guidage » effectué par NEP et 

M1 (Boulo et al., 2007). 

 

2.6 Bourgeonnement 
	

Les RNP néoformées gagnent la membrane cytoplasmique de la cellule infectée via les 

microtubules où les virions sont assemblés (Amorim et al., 2011). Cette membrane, qui est riche 

en cholestérol et en sphingolipides, sera modifiée par l’implantation des glycoprotéines virales 

(HA, NA et M2) et est recouverte par les molécules M1 de matrice. M1 interagit avec les RNP 

virales et ce complexe s’assemble avec HA, NA et M2 dans des particules virales (Fontana et al., 

2012) 

 

2.7 Libération des nouveaux virions 
	

Le relargage des virions néoformés est assuré par l’activité enzymatique "sialidase" de la NA 

(Mitnaul et al., 2000). Cette dernière hydrolyse les liaisons α- cétosidiques (C2-O-C3Gal ou C2-

O-C6Gal) entre les SA terminaux (Neu5Ac) et le galactose des glycoconjugués des protéines 

membranaires, permettant la libération de virus en évitant l'agrégation des virions. Ainsi NA joue 

un rôle essentiel dans la propagation et la transmission du virus (Nayak et al., 2009). 
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Figure 9: le cycle de réplication virale. 

Le virus de la grippe se lie aux molécules d'acide sialique à la surface des cellules hôtes (cellules épithéliales 
pulmonaires) via ses HA de l’enveloppe. Cela déclenche la formation des vésicules recouvertes de clathrine 
et l'internalisation dans les endosomes. À l'intérieur de l'endosome, le virus est exposé à un pH bas (acide), 
ce qui déclenche un changement conformationnel de la protéine HA et conduit à la fusion des membranes 
virales avec la membrane de l’endosome. Le faible pH déclenche également l'entrée des protons !" dans 
le virus via le canal ionique M2, dissociant ainsi les vRNPs des protéines M1, ce qui entraîne la libération 
des RNP dans le cytoplasme. Les RNP sont transportées dans le noyau où la polymérase virale (RdRP) 
initie la synthèse de l'ARNm viral. Les ARNm viraux sont ensuite transportés vers le cytoplasme pour se 
traduire en protéines virales. La polymérase virale est également responsable de la synthèse de l'ARNv via 
deux étapes de réplication: ARNv(-)!ARNc(+)! ARNv(-). Les molécules nucléoprotéiques sont ensuite 
déposées sur l'ARNc et l'ARNv pendant la synthèse de l'ARN pour former des complexes RNP qui sont 
ensuite transportés vers le cytoplasme. De nouvelles protéines virales se rassemblent alors au niveau de la 
membrane cellulaire et forme une couche protéique sous une enveloppe lipidique. Des nouvelles particules 
virales infectieuses se détachent, par bourgeonnement, de la membrane cellulaire et seront libérées dans 
l'environnement extracellulaire pour envahir de nouvelles cellules (Yeganeh et al., 2013). 
 

3! Transmission et symptômes  
La propagation de virus de l’influenza se fait principalement par la transmission des gouttelettes 

dans l’air  lorsque les malades toussent ou éternuent (Bridges et al., 2003). Selon le CDC (Centers 

for Disease Control and Prevention, USA), la majorité des adultes asymptomatiques peuvent 
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infecter d’autres personnes dès le 1ère jour après infection et ceci jusqu'à 5 à 7 jours après apparition 

des symptômes. A noter que les enfants peuvent transmettre le virus pendant plus de 7 jours.  

Les manifestations cliniques les plus fréquentes causées par la grippe se traduisent par l’apparition 

soudaine de fièvre, fatigue, d'éternuements, d’une toux sèche, de rhinorrhée, de myalgie et de 

léthargie (Jain et al., 2009). Ces symptômes sont la conséquence des réactions inflammatoires et 

des mécanismes de défense de l'organisme contre le virus et sont souvent utilisés comme indices 

pour comparer la gravité de la maladie chez l’homme, entre les sous-types de la grippe (Girard et 

al., 2010). En effet, les patients atteints du virus H1N1 présentent une augmentation des maux de 

tête, de myalgie et de fatigue, qui sont des symptômes courants de la grippe (Petridis et al., 2014). 

De même, jusqu'à 50% des personnes infectés par H1N1 présentent des symptômes gastro-

intestinaux, y compris la diarrhée et des vomissements (Girard et al., 2010). En ce qui concerne 

les patients atteints par le virus H3N2, il n’y a pas de symptômes spécifiques (Petridis et al., 2014). 

Il est intéressant de noter qu’une étude comparative entre H1N1 et H3N2 a montré que le sous-

type H3N2 est plus létal que H1N1 (Lemaitre et al., 2012). 

4 Diagnostique et traitement 
	

La majorité des cas de grippe n’est pas diagnostiquée à cause de leur statut asymptomatique. 

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a montré que les symptômes classiques de la grippe, 

au cours des périodes pendant lesquelles le virus circule, se manifestent par une fièvre aiguë> 38 ̊C, 

toux ou mal de gorge.  A noter que les symptômes cliniques de la grippe sont communs avec 

d’autres virus respiratoires, y compris le rhinovirus, le coronavirus, le virus respiratoire syncytial 

et le virus para-influenza (Tregoning et al., 2010). Cependant, afin de dépister la présence du virus 

grippal, la valeur prédictive positive d'un diagnostic varie considérablement selon la prévalence de 

la grippe circulante et peut atteindre 70-80%  au cours du pic d’une épidémie (Monto et al., 2000). 

Les tests de laboratoire sur les échantillons respiratoires ou sériques (la culture cellulaire pour 

détecter directement l’antigène, et le RT-qPCR pour détecter l’ARN viral) sont effectués sur des 

cas hospitalisés où la gravité des symptômes augmente et les patients pourraient présenter des 

complications pulmonaires qui comprennent la pneumonie bactérienne secondaire (Petric et al., 

2006). 
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Les traitements habituels de la grippe consistent à suivre les conseils donnés, par exemple le repos, 

la réhydratation et le soulagement symptomatique tels que l'utilisation d'antipyrétiques. Selon 

l’OMS, les médicaments antiviraux (qui peuvent être de deux classes - inhibiteurs de la 

neuraminidase tels que l'oseltamivir et les adamantanes tels que l'amantadine) devraient être 

réservés aux patients à haut risque de complications de la grippe saisonnière. En cas de pandémie, 

ces médicaments peuvent être utilisés plus largement pour la prophylaxie et le traitement afin de 

limiter la transmission. 

 

5 Epidémiologie 
	

Le virus grippal de type A est caractérisé par sa diversité et son adaptabilité. Sa capacité de 

transmission à l’homme et sa variabilité antigénique sont à l’origine de l’apparition des épidémies 

et des pandémies hivernales au cours de l’histoire.  

5.1 Variabilité antigénique 
	

Les propriétés antigéniques des deux glycoprotéines de surface, HA et NA, sont utilisées pour 

classer les virus influenza de type A en sous-types. Il existe 18 HA (H1-H18) et 11 NA (N1-N11) 

(J. H. Lin et al., 2015). Il faut noter que seuls les sous-types constitués d’une combinaison de H1, 

H2 ou H3 avec N1 ou N2 présentent la capacité de transmission interhumaine (J. H. Lin et al., 

2015). A noter que le sous-type H16 a été isolé à partir de mouettes rieuses de Suède et de Norvège 

(Fouchier et al., 2005), le H17 a été découvert en 2012 chez les roussettes de fruits (Tong et al., 

2012) et la H18 a été découvert dans une batte péruvienne en 2013 (Tong et al., 2013). 

Le virus de la grippe évolue de façon continue, il est soumis à un degré élevé de mutation 

génomique au cours de la réplication, ce qui peut entraîner des changements dans HA et NA et 

l’apparition de nouveaux variantes. En ce qui concerne la grippe saisonnière, des modèles de 

changements sont la conséquence de glissement antigénique (antigenic drift) par lequel le virus 

subit des mutations ponctuelles au niveau du génome viral. Ceci se traduit par des modifications 

antigéniques mineures, plus particulièrement au niveau de HA qui change légèrement d'année en 

année. Ces petits changements génétiques produisent habituellement des virus qui sont très 

étroitement liés les uns aux autres partageant généralement les mêmes propriétés antigéniques, ce 
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qui peut être illustré par leur lien de parenté étroit sur un arbre phylogénétique. Cependant, ces 

changements sont suffisants pour modifier le vaccin chaque année et ils sont responsables des 

épidémies de grippe saisonnière mais ne provoquent pas de pandémie mondiale. En effet, 

généralement, une fois le système immunitaire exposé à un virus similaire, il peut répondre à cette 

infection (appelée parfois protection croisée) (Fauci, 2006). A l’inverse, une pandémie de grippe 

apparaît lorsqu’il y a une cassure antigénique (antigenic shift) ou changement majeur dans les virus 

de la grippe de type A qui atteint les protéines d’enveloppe, soit HA seule ou simultanément HA 

et NA. Les souches pandémiques apparaissent par réassortiment entre deux souches de l’influenza 

A, une zoonotique et l’autre humaine (Brooke et al., 2013). Par conséquent, ces modifications 

majeures entraînent l’émergence de nouveaux sous-types du virus de la grippe qui peuvent se 

reproduire efficacement chez l'homme et échappent au système immunitaire et sont, en général, à 

l'origine des pandémies (Bouvier et al., 2008).  

5.2 Epidémies 
	

Selon l’OMS, le CDC et d’autres partenaires, les chiffres épidémiques nouvellement publiés en 

2017 rapportent que les décès associés à la grippe sont estimés entre 290 000 et 650 000. Ce 

nombre montre une forte augmentation par rapport aux estimations antérieures (250 000 à 500 000 

décès), ces chiffres datant de plus de 10 ans. Selon le CDC, la plupart des décès apparaissent parmi 

la population fragile : les personnes âgées de plus de 75 ans, les enfants âgés de moins de 5 ans et 

dans les régions les plus pauvres du monde comme en Afrique subsaharienne. Il a été démontré 

que la cause majeure de décès aux cours des pandémies de grippe est due aux infections 

bactériennes secondaires (Palacios et al., 2010) (Walter et al., 2010). Au cours de la dernière 

décennie, Streptococcus pneumoniae (29 à 48 %) et Staphylococcus aureus (7 à 40 %) ont été 

considérés comme étant les principaux agents bactériens de la pneumonie associée à la grippe 

(Garg et al., 2015) (Oliveira et al., 2001). Il est intéressant de noter que selon une étude clinique 

ancienne, le virus de la grippe seul (sans complication bactérienne) n’a contribué qu’à 10 % des 

cas des décès (Nicholson, 1996). De même, une autre étude a montré que la vaccination 

antigrippale seule entraînait une réduction des hospitalisations pour pneumonie de 52% et des 

décès de 70%. De plus, la vaccination anti-pneumococcique seule réduit le nombre 

d'hospitalisation et la mortalité de 27% et 34%, respectivement. De façon intéressante, lorsque ces 

deux vaccins sont administrés ensemble, une réduction plus importante de l'hospitalisation pour 
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pneumonie (63%) et de la mortalité (81%) a été signalé, comparativement aux vaccins administrés 

seuls (Nichol, 1999).  

 

5.3 Pandémies 
	

Les pandémies sont définies généralement comme des maladies qui touchent un vaste nombre de 

populations, sur plus d'un continent, dans un laps de temps très court. Typiquement, elles se 

produisent à des intervalles de temps de 10 à 40 ans. A noter que selon l’OMS, trois conditions 

particulières doivent être présentes pour déclencher une pandémie : (1) L'émergence d'un nouveau 

sous-type de virus grippal qui ne circulait pas auparavant (2) la capacité de ce sous-type à 

provoquer une pathologie et (3) la transmission interhumaine. 

Au cours de l’histoire, l’humanité a connu plusieurs pandémies de grippe. La pandémie de grippe 

espagnole en hiver 1918 a été la plus dramatique : la souche H1N1 a tué 50 millions de personnes 

(Horimoto et al., 2005). Après la grippe espagnole de 1918, la pandémie de grippe asiatique H2N2 

de 1957-58 et la grippe de Hong Kong H3N2 de 1968-70 sont apparues au cours du XXe siècle et 

étaient beaucoup moins sévères. Elles ont provoquées environ 1-2 millions de morts (Rajagopal et 

al., 2007). Les données plus récentes de 2009 ont montré l’émergence d’une nouvelle pandémie 

au Mexique, causée par le sous-type H1N1. Le virus s’est ensuite répandu aux États-Unis et dans 

le monde entier (Taubenberger et al., 2010). Smith et ses collègues ont montré que cette souche 

assemble un triple assortiment de gènes de la grippe humaine, aviaire et porcine (G. J. D. Smith et 

al., 2009). Actuellement, H3N2 et H1N1 sont les seuls sous-types de grippe A circulants chez 

l'homme. 
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Chapitre 5 La réponse immunitaire dirigée contre le virus 
influenza A  

 
Le système immunitaire est composé de plusieurs types d’acteurs cellulaires et moléculaires qui 

coopèrent ensemble pour protéger le corps contre les infections microbiennes. Il implique deux 

systèmes de défenses : la réponse immunitaire innée (naturelle) et la réponse immunitaire 

adaptative (acquise, spécifique). Cette dernière est, à son tour, divisée en immunité cellulaire et 

immunité humorale. La réponse immunitaire au cours de l’infection grippale est un sujet de 

recherche depuis plus de 70 ans (Andrewes, 1939). Nous détaillerons les différentes composantes 

de la réponse immunitaire innée et adaptative contre le virus. 

 

1 La réponse immunitaire innée 
	

Dans le tractus respiratoire, il existe plusieurs lignes de défenses non-spécifiques telles que les 

barrières naturelles (physiques et chimiques), qui empêchent le virus de disséminer dans les voies 

respiratoires. Ces barrières comprennent le mucus, les peptides antimicrobiens, les surfactants et 

le mouvement des cils au niveau de l'épithélium pulmonaire (Sanders et al., 2011). La muqueuse 

épithéliale des voies aériennes ne représente pas seulement une barrière physique. Elle est 

également considérée comme un site de détection virale et une source de médiateurs 

inflammatoires.  

 

1.1 Détection du virus grippal par les récepteurs de l’immunité innée 
	

La première étape de défense consiste à détecter la présence du virus par les PRR, qui sont les 

récepteurs de l’immunité innée. Parmi ces récepteurs, il y a les TLR, les Nucleotide-binding 

Oligomerization Domain (NOD)-Like-Receptor (NLR) et les Retinoic acid–Inducible Gene I ; 

RIG-Like-Receptor (RLR) (Figure 10) (S. Wu et al., 2011). Ces récepteurs sont exprimés par les 

cellules immunitaires dans le poumon et par les cellules non immunitaires (cellules de l’épithélium 

pulmonaire). 
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1.1.1 Les TLR 
	

Les TLR jouent un rôle crucial dans les réponses immunitaires. Il existe deux types de TLR : les 

TLR extracellulaires et les TLR endosomaux. Ainsi ils ont la capacité de détecter les pathogènes 

extra et intracellulaires (Vidya et al., 2018). Les TLR endosomaux sont les plus impliqués dans la 

détection des infections virales. Il est déjà connu que le TLR3 reconnait l’ARN double brin au 

niveau de l’endosome (Alexopoulou et al., 2001). Etant donné que les cellules infectées par le 

virus de la grippe ne génèrent pas d’ARN double brin (Pichlmair et al., 2006), il est probable que 

le TLR3 reconnaisse des structures d'ARN non identifiées actuellement, présentes dans les cellules 

pulmonaires infectées et dérivées de la phagocytose (Schulz et al., 2005). A noter que les cellules 

épithéliales respiratoires humaines expriment principalement le TLR3 dont l'activation par le virus 

de la grippe induit la production de cytokines pro-inflammatoires, notamment les interférons de 

type I (IFN-I) α et β (Le Goffic et al., 2007). Les IFN-I sont capables de contrôler la réplication 

virale mais peuvent également entraîner des pathologies pulmonaires importantes (Le Goffic et 

al., 2007) (Le Goffic et al., 2006). En effet, il a été montré que des souris déficientes pour le TLR3 

présentent une production faible d’IFN-I et une pathologie moins importante et peuvent ainsi 

survivre plus longtemps malgré la charge virale élevée dans les poumons par rapport aux souris 

contrôles (Le Goffic et al., 2006). De même, l’absence de TLR3 réduit la production de 

chimiokines après une infection grippale et ainsi diminue l’infiltrat leucocytaire dans les poumons, 

notamment les LT CD8+ (Heer et al., 2007). A noter que les souris déficientes pour le TLR3 et 

infectées avec une dose sublétale de virus de la grippe, génèrent une réponse humorale normale 

(Heer et al., 2007). Le TLR7 joue aussi un rôle crucial dans la reconnaissance virale. Il détecte 

principalement l’ARN viral simple brin. Ce récepteur est exprimé fortement par les pDC. Lors 

d’une infection grippale, les pDC produisent massivement l’IFN-I et ceci dépend de la 

signalisation de TLR7. Cette signalisation active la protéine adaptatrice MYD88 et stimule les 

facteurs nucléaires NFκB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) et 

IRF7 (Interferon-Regulatory Factor)-7 (Barchet et al., 2005). 

Bien qu'une étude ait montré l’implication de TLR3, TLR7 et MYD88 dans le contrôle de la 

réplication virale (Seo et al., 2010), celle-ci contredit une étude plus ancienne ou les souris 

déficientes en TLR7 présentent une résistance plus accrue pour aux virus (Le Goffic et al., 2006). 
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Cette différence dans les résultats pourrait être due à une libération plus faible de médiateurs 

inflammatoires chez ces souris et une pathologie pulmonaire plus faible. 

Le TLR8 est également impliqué dans la reconnaissance de l’ARN viral simple brin mais sa 

contribution dans l’infection par le virus influenza est peu connu (Iwasaki et al., 2014). 

Lee et ses collègues ont rapporté un rôle crucial de TLR10 chez l’homme au cours de l’infection 

grippale. Cependant ce TLR semble non fonctionnel chez les souris (S. M. Y. Lee et al., 2014). 

 

1.1.2 Les récepteurs de type NOD ou « NLR » 
	

Les récepteurs intracellulaires de type NLR comprennent une grande famille de récepteurs 

intracellulaires et sont caractérisés par la présence d'un motif conservé NOD (Harton et al., 2002) 

(Inohara et al., 2001). Les NLR sont décrits pour avoir un rôle dans l’induction de la réponse innée 

contre le virus de la grippe. En effet, la protéine mitochondriale NLRX1 interagit avec la protéine 

virale PB1 pour inhiber l’apoptose des macrophages et ainsi maintenir leur production d’IFN-I 

pour renforcer la réponse anti-virale (Jaworska et al., 2014). Néanmoins, une autre étude 

contradictoire a montré que le NLRX1 empêche la production d’IFN-I en interférant avec les voies 

de signalisation de MAVS et TRAF6 et cause une pathologie plus sévère dans le modèle murin 

(Allen et al., 2011). Ces résultats montrent que le NLRX1 peut maintenir la réponse immunitaire 

innée contre le virus de la grippe mais en parallèle peut aggraver la pathologie. 

De nombreuses études ont montré le rôle de l’inflammasome NLRP3 lors des infections virales. 

Les inflammasomes sont des complexes de signalisation multi-protéiques. Leur activation 

implique la stimulation de TLR/NFκB et déclenche l'activation des caspases inflammatoires et la 

maturation de l'IL-1β et l’IL-18 (Guarda et al., 2011) (V. Hornung et al., 2010) (Jo et al., 2016). 

La contribution de l’inflammasome NLRP3 dans l’initiation de la réponse anti-virale a été 

initialement montrée au cours de l’infection par le virus Sendai (Kanneganti et al., 2006) et le virus 

de la grippe (Allen et al., 2009). Bien que des études aient suggéré que l'ARN viral soit le ligand 

de NLRP3 et induise l’assemblage du complexe multiprotéique de NLRP3, le mécanisme 

moléculaire par lequel l'ARN viral intervient dans l'activation de l'inflammasome reste inconnu 

(Kuriakose et al., 2017). Lors d’une infection grippale, il a été montré qu’il y avait une activation 

de la caspase-1 et une production importante d'IL-1β et d'IL-18 (Kanneganti et al., 2006). De plus, 
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les souris infectées par le virus de la grippe et déficientes pour le NLRP3, caspase 1 ou le récepteur 

d’IL-1 (IL-1R), présentent une nécrose pulmonaire accrue et une fonction respiratoire réduite. 

Ainsi, l’absence de NLRP3 conduit à une mortalité plus importante par rapport aux souris de type 

sauvages et infectées (Thomas et al., 2009). Des études ultérieures ont montré que le virus de la 

grippe activait NLRP3 in vitro dans divers types des cellules comme les DC, les macrophages, les 

cellules épithéliales nasales humaines et la lignée monocytaire humaine THP-1 (Allen et al., 2009) 

(Ichinohe et al., 2009). Il faut noter que l'interaction directe entre NLRP3 et l'ARN viral n'a pas 

été établie. 

 

1.1.3 Les récepteurs de type RIG-I ou « RLR » 
	

Les RLR sont des récepteurs cytosoliques qui détectent la présence des pathogènes intracellulaires 

notamment l'ARN viral (Dixit et al., 2013). Parmi les différents membres de la famille des RLR, 

RIG-I est le mieux caractérisé pour son implication dans l’infection grippale. RIG-I est crucial 

pour la détection virale et la production d'IFN-I, ceci indépendamment des pDC. En effet, les 

cellules épithéliales infectées, les cDC et les macrophages alvéolaires sont impliqués (Kato et al., 

2005) (Kato et al., 2006) (Q. Sun et al., 2006). Au niveau du cytosol, RIG-I reconnaît le 5'-

triphosphate de l'ARN viral simple brin produit après sa réplication (Veit Hornung et al., 2006) 

(Baum et al., 2010) (Pichlmair et al., 2006). Lors de la reconnaissance de l'ARN viral, le domaine 

hélicase de RIG-I se lie à l'ATP, induisant un changement de conformation et permettant le 

recrutement de caspases qui vont se lier à la protéine antivirale de signalisation mitochondriale 

(MAVS) et activer IRF-3, IRF-7 et NFκB et ainsi induire la production d’IFN-I et des cytokines 

pro-inflammatoires (Luo et al., 2011) (Iwasaki et al., 2014) (I. Y. Chen et al., 2015). Une étude 

récente a montré que la signalisation de RIG-I via MAVS est cruciale pour la réponse immunitaire 

innée et adaptative anti-virale. En effet, les souris déficientes en RIG-I présentent une réduction 

de la réponse T et une clairance du virus grippal retardée par rapport aux souris sauvages 

(Kandasamy et al., 2016). 

D’une façon intéressante, des études antérieures ont montré que la protéine NS1 du virus de la 

grippe pouvait bloquer la signalisation dépendante de RIG-I ce qui inhibe la production de l’IFN-

I et affaiblit la réponse anti-virale (Gack et al., 2009) (Pichlmair et al., 2006). Ainsi, ces résultats 
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décrivent un mécanisme immunosuppresseur par lequel le virus peut échapper à la réponse 

immunitaire. 

 

 
Figure 10: La reconnaissance du virus de l’influenza A par les récepteurs du système immunitaire 
inné (PRR).  

Le virus influenza de type A est détecté par au moins trois types de PRR différents : TLR, NLR et RLR.  
L'ARN viral simple brin (ssRNA) est reconnu par le TLR7 dans l'endosome. Le récepteur cytosolique RIG-
I détecte l’ARN viral simple brin qui porte un 5 'triphosphate. De plus, les TLR7 et TLR3 endosomaux 
détectent l’ARN viral double brin. Le signal TLR7 dépend de la voie MYD88 et conduit à l'activation 
d’IRF7 et NF-κB. Le signal RIG-I dépend de la protéine IPS-I (Interferon-β Promoter Stimulator 1) 
localisée dans les mitochondries et va ensuite activer IRF3 et NF-kB. Suite à leur activation, IRF-7 et IRF-
3 migrent vers le noyau pour activer la production d’IFN-I tandis que NF-κB agit comme facteur de 
transcription pour l'induction de cytokines pro-inflammatoires incluant l'IL-6, le TNF-α et IL-1β. La voie 
TLR7 joue un rôle clé dans la production d’IFN-I au niveau les pDC, tandis que la plupart des autres cellules 
infectées par le virus utilisent la voie RIG-I. De même, le virus de la grippe de type A active l'inflammasome 
NLRP3 dans les DC et les macrophages conduisant à l'activation de la caspase-1 qui intervient dans la 
maturation/clivage de la pro-IL-1β /IL-18 en IL-1β et IL-18 actifs (I. K. Pang et al., 2011). 
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1.2 Les cellules intervenant dans l’immunité innée contre la grippe 
	

La reconnaissance de virus de la grippe par les PRR déclenche une réponse immunitaire complexe 

basée sur la production des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires. Ceci induit une 

inflammation excessive corrélée avec l'accumulation incontrôlée de cellules de l’immunité innée. 

Plusieurs types de cellules participent à la défense anti-virale. Ces cellules et leurs fonctions sont 

détaillées ci-dessous. 

1.2.1 Les macrophages alvéolaires  
	

Les macrophages alvéolaires représentent la première ligne de défense pulmonaire. De 

nombreuses études ont montré que ces cellules jouent un rôle clé dans la réponse initiale à 

l'infection par le virus de la grippe (H. M. Kim et al., 2008) (Tate et al., 2010). En effet, l’absence 

de macrophages alvéolaires chez des souris infectées conduit à des pathologies pulmonaires plus 

graves et à une diminution de la survie (Purnama et al., 2014) (Schneider et al., 2014). Ghoneim 

et ses collègues ont rapporté une réduction de 90% de macrophages alvéolaires, 7 jours après 

l’infection grippale. Cette déplétion est due à un mort cellulaire induit par le virus (Ghoneim et al., 

2013). La restauration des macrophages alvéolaires par injection de GM-CSF améliore la survie 

après une infection (Ghoneim et al., 2013) (Sever-Chroneos et al., 2011) (Huang et al., 2011). 

Cependant, une étude très récente a montré que la déplétion/persistance des  macrophages 

alvéolaires dépendait largement du contexte génétique de la souris et des conditions d'infection 

(Danielle Califano et al., 2018). En effet, l'infection grippale de souris BALB/c entraine plutôt un 

déclin significatif du nombre de ces macrophages de manière dépendante de l’IFN-γ, alors que le 

nombre de ces cellules chez la souris C57BL/6 infectée n’est pas altéré mais leur phénotype est 

modifié. 

Les macrophages alvéolaires constituent une source d’oxyde nitrique synthase 2 (NOS2), de TNF-

α, et d’IFN-I et ont une expression importante de TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing 

Ligand)  qui est associée à la pathologie pulmonaire induite par le virus en induisant l’apoptose 

des cellules épithéliales alvéolaires (Farley et al., 2006) (K. L. Lin et al., 2008). Des études in vitro 

ont montré que le virus grippal se réplique au sein des macrophages dérivés des monocytes 

sanguins en induisant une production importante de cytokines pro-inflammatoires tels le TNF-α et 

l’IFN-β principalement, celle-ci étant impliquées dans le développement de la pathologie (S. M. 
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Y. Lee et al., 2009) (Cheung et al., 2002). Dans un modèle murin, l’inhibition de l’expression de 

TRAIL par ces cellules, en bloquant la voie de signalisation de l’IFN-β, induit un meilleur contrôle 

de lésions épithéliales après une infection grippale (Hogner et al., 2013). Ces données suggèrent 

que les macrophages alvéolaires pourraient avoir un rôle bénéfique et un rôle délétère dans le 

contrôle de la charge virale au cours de l’infection grippale. 

 

1.2.2 Monocytes inflammatoires 
	

Les monocytes inflammatoires MoLy6Chigh expriment fortement CCR2 et faiblement CX3CR1 

(Gordon et al., 2005) (Chao Shi et al., 2011). Les Mo Ly6Chigh sont recrutés au niveau du poumon 

et favorise l'immunopathologie induit par le virus de la grippe (Narasaraju et al., 2010). Ceci est 

dû en partie au fait que ces cellules produisent des cytokines/chimiokines pro-inflammatoires, et 

expriment iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase) qui induisent des lésions pulmonaires 

importantes durant l’infection (Chao Shi et al., 2011) (Narasaraju et al., 2010). Les Mo Ly6Chigh 

recrutés dans les poumons jouent également un rôle bénéfique en phagocytant  les leucocytes 

apoptotiques au site d’infection (Jennings et al., 2005).  

Le recrutement des Mo Ly6Chigh dans les poumons est dû à leur expression de CCR2 dont la 

fonction est d’interagir avec la chimiokine CCL2 (Chemokine (CC motif) Ligand-2)  (ou MCP-1) 

(Gordon et al., 2005). Les études in vitro ont montré que CCL-2 est produite principalement par 

les cellules épithéliales alvéolaires suite à une infection grippale (J. McGill et al., 2009) (Herold 

et al., 2006).  

Les études in vivo ont montré que les souris déficientes en CCR2 et infectées par le virus grippal 

ont un recrutement diminué des Mo Ly6Chigh dans les poumons et ceci est associé à une réduction 

de la pathologie pulmonaire (Keer Sun et al., 2017) (Dawson et al., 2000) (J. R. Aldridge et al., 

2009). De plus, les souris déficientes en CCR2 et infectées présentent aussi une réduction de 

l’activation des cellules T CD8+ spécifiques du virus, conduisant à une augmentation du titre viral 

dans les poumons (Dawson et al., 2000). Le transfert adoptif des Mo Ly6Chigh  chez des souris 

déficientes en CCR2 restaure les réponses T CD8+ et favorise la clairance du virus (J. R. Aldridge 

et al., 2009). D’autres études ont utilisées des méthodes alternatives (par exemple l’utilisation de 

souris MCP1-/-) pour évaluer la réponse monocytaire au cours de la grippe. En effet, l'absence du 
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ligand de CCR2, le  MCP1,  chez les souris a peu d’effet sur la maladie, bien que l’utilisation de 

l'anti-MCP-1 puisse réduire l'inflammation lors de la grippe (D. Damjanovic et al., 2011) . Ceci 

montre le rôle délétère des Mo Ly6Chigh lors d’une infection. D’autres études contradictoires 

suggèrent que les monocytes ont un rôle protecteur en utilisant un traitement avec le muramyl-

dipeptide. Muramyl-dipeptide est un PAMP qui stimule NOD2, qui est un récepteur intracellulaire 

reconnait le peptidoglycane bactérien. Le traitement au muramyl-dipeptide, augmente la 

production de MCP-1 et le recrutement de monocytes au cours de la grippe et induit une protection 

contre l’infection (Coulombe et al., 2012)  

Globalement, Mo Ly6Chigh semblent jouer un rôle bénéfique au début de l’infection mais 

pourraient avoir un rôle délétère en participant au maintien de l’inflammation pulmonaire et causer 

des dommages à des temps plus tardives de l’infection.   

La deuxième population de monocytes appelée monocytes résidents Mo Ly6Clow, expriment 

faiblement le CCR2 et fortement le CX3CR1 (Gordon et al., 2005) (Chao Shi et al., 2011). Lors 

de la grippe, ces cellules patrouillent et réparent les cellules endothéliales endommagées par une 

infection (Chao Shi et al., 2011). 

 

1.2.3 Les cellules dendritiques 
	

Les DC constituent également une première ligne de défense contre le virus grippal. Elles sont 

équipées en PRR, lesquels peuvent détecter précocement et de façon directe les antigènes viraux 

ou indirectement les cellules infectées apoptotiques (Waithman et al., 2012). Parmi ces PRR, les 

DC peuvent exprimer les TLR3, TLR7, TLR8, RLR, NLR, AIM2 (Waithman et al., 2012). A noter 

que  le TLR7 chez les souris, et le TLR8 chez l’homme sont les plus étudiés au niveau des DC lors 

de la grippe (Diebold et al., 2004). Au cours de la grippe, des études chez l’homme et chez la 

souris montrent que les DC activées produisent une large gamme de cytokines et de chimiokines, 

y compris IL-6, IL-12, IL-18, TNFα, IL-8, CCL-5 (RANTES), CXCL-10 (IP-10), CCL-3/4 (MIP-

1) et l’IFN-I (Penna et al., 2002) (Foti et al., 1999). De façon importante, un certain nombre de 

médiateurs innés solubles produits chez l’homme au cours de la grippe peuvent altérer la réponse 
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des DC contre le virus, y compris, SP-D (Surfactant Proteins-D), les défensines et LL-37 (Ganguly 

et al., 2009) (D. J. Davidson et al., 2004).  

Suite à une infection par le virus grippal, les DC peuvent acquérir les antigènes via deux 

mécanismes distincts déjà décrit dans le premier chapitre pour activer la réponse immunitaire 

humorale et cellulaire (Figure 11). Ainsi, le rôle principal de DC n’est pas la clairance virale, mais 

plutôt d’activer la réponse adaptative contre le virus. 

Des études ont montré l’implication des DC dans le contrôle du titre viral dans les poumons et 

ainsi dans la survie lors de la grippe. En effet, il a été démontré que la déplétion de DC, en utilisant 

des souris DTR-CD11c, augmente la charge virale, augmente la perte de poids et ainsi la sévérité 

de l’infection (Corine H. GeurtsvanKessel et al., 2008). Ceci est dû à une diminution de la réponse 

cytotoxique des LT CD8+ spécifiques de virus. En réponse à une primo infection grippale, les LT 

CD8+ sont activés dans les ganglions lymphatiques. Suite à leur sortie des ganglions,  les LT  CD8+ 

effecteurs migrent vers les poumons où ils se divisent (Jodi McGill et al., 2009). Un tel processus 

est possible car les DC sont continuellement recrutées dans les poumons au cours de la grippe 

(McGill et al., 2008) (K. L. Lin et al., 2008) (J. R. Aldridge et al., 2009). Celles-ci comprennent 

les cDC (cDC1 et cDC2), les pDC, ainsi que les moDC  et les IKDC (Interferon-Producing Killer 

DC) (T. S. Kim et al., 2009a) (A. Ballesteros-Tato et al., 2010) (Corine H. GeurtsvanKessel et al., 

2008) (H. Lin et al., 2008) (GeurtsvanKessel et al., 2009). 

Il est important de noter que l’infection directe des DC par le virus de la grippe peut aussi induire 

leur apoptose (Oh et al., 2000), ce qui constitue un des mécanismes par lequel le virus peut 

échapper à la réponse immunitaire en inhibant l’activation de la réponse adaptative. En effet, il a 

été montré que l’infection directe des DC humaines (cDC) par le virus de la grippe, abroge le 

mécanisme de présentation croisée (Smed-Sorensen et al., 2012). Pour surmonter cela, les DC 

directement infectées par le virus peuvent transférer leur antigène à des DC fonctionnelles non 

infectées. Ce mécanisme de présentation de l'antigène grippal reste à démontrer (Waithman et al., 

2012). 

Les DC pulmonaires représentent une population hétérogène (Figure 12) et nous allons maintenant 

détailler les caractéristiques et les fonctions antivirales de ces différentes sous-populations de DC 

au cours de l'infection grippale. 
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Figure 11: Induction de l'immunité humorale et cellulaire par les DC contre la grippe. 

L'induction des réponses immunitaires après une infection primaire par le virus grippal est indiquée par des 
flèches pleines. L'activation plus rapide des cellules T et B mémoire spécifiques de l’antigène viral lors 
d'une rencontre secondaire avec le virus de la grippe est indiquée par des flèches en pointillés (van de Sandt 
et al., 2012). 

 

 
1.2.3.1 cDC1 (CD8α+ et CD103+) 
 

Au niveau du poumon, les cDC CD103+ (qui expriment aussi le CD24), appelées aussi cDC 

migratoires, peuvent être retrouvées dans la muqueuse respiratoire et la paroi vasculaire. Les cDC 

CD8α+ se résident dans les ganglions lymphatiques drainants (Hao et al., 2008) (Waithman et al., 

2012) (T. H. Kim et al., 2014). 
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Au cours de la grippe, les cDC1 (CD103+) captent l’antigène viral de poumons et migrent vers les 

ganglions lymphatiques drainants 2 jours après le début de l’infection (Hermesh et al., 2010) 

(Moltedo et al., 2009) (C. H. GeurtsvanKessel et al., 2008) (Lukens et al., 2009). Ceci pourrait 

expliquer la chute observée dans leur nombre au niveau des poumons après l’infection (André 

Ballesteros-Tato et al., 2010) (Barthelemy et al., 2017). Cependant, ces résultats sont à prendre 

avec précautions car d’autres études ne soutiennent pas cette diminution du nombre de cDC1 (C. 

H. GeurtsvanKessel et al., 2008) (J. L. Cruz et al., 2017). La migration des cDC1 est 

principalement médiée par le GM-CSF produit via les cellules épithéliales alvéolaires suite à une 

infection grippale (Unkel et al., 2012).  Suite à leur migration, la présentation des NP par les cDC 

CD103+ dans les ganglions induit une prolifération précoce, 2 jours après l’infection, des cellules 

T CD8+ spécifiques de cet antigène (Suárez-Ramírez et al., 2011). Une étude très récente a rapporté 

que l’infection par le virus grippal chez les souris nouveau-nées engendrent dans les poumons deux 

populations phénotypiquement et fonctionnellement distinctes de DC CD103+ (CD103low et 

CD103hi) (Ruckwardt et al., 2018). En effet, il a été montré que les DC CD103low sont 

phénotypiquement immatures et expriment de façon faible des molécules co-stimulatrices ce qui 

induit une altération précoce dans la capacité à stimuler les LT chez ces souris. 

Des études ont montré que les antigènes viraux peuvent être transférer des DC CD103+ migratoires 

vers les cDC CD8α+ résidentes dans les ganglions lymphatiques afin d’activer les cellules T (Belz 

et al., 2004).  

La sous-population cDC1 est principalement impliquée dans l'induction des réponses immunitaires 

primaires Th1 (Maisonnasse et al., 2015). Les cDC1 ont la capacité à phagocyter des cellules 

infectées apoptotiques et de présenter ces antigènes exogènes par la molécule de CMH-I par une 

présentation croisée pour activer les LT CD8+  (Julie Helft et al., 2012) (K. Hildner et al., 2008) 

(Desch et al., 2011). En effet, il a été montré qu’après l’interaction directe avec les cellules T, les 

cDC1 activent la migration des LT CD8+ et Th1 vers les poumons, secrétant l’IFN-γ dans les 

espaces aériens et accélérant la clairance virale. La déplétion des cDC1 dans le modèle de souris 

Batf3-/- ou langerin-DTR (Diphteria Toxin Receptor) diminue ainsi la clairance virale en altérant 

le nombre des LT CD8+ spécifiques du virus dans les poumons (C. H. GeurtsvanKessel et al., 

2008) (J. Helft et al., 2012).  

 

 



67	
	

 

1.2.3.2 cDC2 (CD11b+) 
	

Les cDC2 résident principalement dans la lamina propria qui est située au-dessous de la membrane 

basale (Robbins et al., 2008) (T. H. Kim et al., 2014). Les cDC2 pulmonaires sont les principales 

cellules  productrices de chimiokines pro-inflammatoires, y compris MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, 

RANTES et MCP5, attirant les cellules inflammatoires et les LT effecteurs vers le poumon (Beaty 

et al., 2007). Ces cellules présentent une sensibilité moyenne à une infection par le virus de la 

grippe par rapport à d’autres sous-populations (Hao et al., 2008). Au cours d'une infection, les DC 

CD11b+ captent l’antigène et migrent vers les ganglions lymphatiques où elles s'accumulent pour 

devenir la sous-population majeure de cDC (Lukens et al., 2009). Les cDC CD11b+ captent 

l’antigène virale et activent les LT CD8+ via la molécule co-stimulatrice CD70 dans les ganglions 

lymphatiques, sans transférer l’antigène aux cellules DC CD8α+ résidentes (André Ballesteros-

Tato et al., 2010). Bien que les cDC2 soient les plus nombreuses dans les ganglions lymphatiques 

suite à une infection, ils induisent très faiblement la réponse in vitro des cellules T CD8+ 

spécifiques de virus (Suárez-Ramírez et al., 2011). Par contre, au cours de l’infection grippale, les 

cDC2 jouent un rôle crucial dans la présentation de l’antigène viral aux  LT CD4+ et induisent leur 

activation (T. S. Kim et al., 2009b). Plusieurs rapports ont d’ailleurs montré l’implication majeure 

des cDC2 dans la réponse Th2 protectrice contre la grippe (Maisonnasse et al., 2015) (Williams et 

al., 2013) (Roxane Tussiwand et al., 2015).  

1.2.3.3 pDC 
	

Les pDC sont les plus résistantes à une infection par le virus de la grippe (Hao et al., 2008).  

Au cours d'une infection grippale, les pDC s'accumulent dans les poumons et dans les ganglions 

lymphatiques après sa capture de la NP virale et sécrètent de grandes quantités d'IFN-I (T. H. Kim 

et al., 2014). Une étude ex vivo montre la présence de NP au niveau des pDC isolées à partir de 

ganglions lymphatiques de souris infectées en utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre ces 

antigènes (Corine H. GeurtsvanKessel et al., 2008). L’accumulation simultanée de pDC dans les 

tissus infectés et dans les ganglions pourrait être une preuve supplémentaire de leur capacité 

migratoire. Cependant la plupart des pDC qui se présentent dans les ganglions au cours de 

l’infection, entrent via les veinules à endothélium épais (Cella et al., 1999; Grouard et al., 1997) 



68	
	

(Frederick P. Siegal et al., 1999). Ainsi, il n’est pas clairement établi si les pDC de poumons 

capturent l’antigène et migrent vers les ganglions ou bien si la particule NP passe dans les 

vaisseaux lymphatiques et est capturée par les pDC localisées dans les ganglions (Corine H. 

GeurtsvanKessel et al., 2008) (J. A. Villadangos et al., 2008). 

 Les pDC matures régulent positivement leur expression de CMH et des molécules co-stimulatrices 

de cellules T pour présenter des antigènes via les CMH-I et II aux cellules T CD8+ et CD4+, 

respectivement (J. A. Villadangos et al., 2008). A noter que l’expression des molécules du CMH 

et de co-stimulation lors de la grippe n’est pas aussi élevée que celle des cDC, ce qui pourrait 

expliquer que les pDC soient moins efficaces que les cDC à activer les LT (Schlecht et al., 2004). 

D’ailleurs, il a été montré que la déficience en pDC (en utilisant des anticorps anti-120G8) a peu 

d’impact sur la réponse des LT CD8+ spécifiques du virus. Ainsi, l’absence des pDC n’affecte pas 

la clairance virale et la sévérité de la maladie (C. H. GeurtsvanKessel et al., 2008). De façon 

intéressante, il a été montré que l’absence de pDC chez les souris IkarosL/L entraîne une diminution 

du recrutement de LT dans l'espace broncho-alvéolaire au début de l'infection. Ce recrutement est 

restauré après transfert de pDC chez les souris IkarosL/L. Ceci suggère donc que l'afflux initial des 

LT dans le BAL (Bronchoalveolar Lavage) est régulé par les pDC (Wolf et al., 2009). Cette 

observation peut être expliquée par le fait que les pDC ont la capacité de produire une grande 

variété de chimiokines, telles que CXCL9, CXCL10, CXCL11, et CCL4 (Piqueras et al., 2006) 

(Megjugorac et al., 2004). 

 

1.2.3.4 moDC  
	

Au cours de l'infection grippale, les moDC se différencient à partir des Mo Ly6Chigh infiltrés dans 

le poumon (Serbina et al., 2009) (Neyt et al., 2013) (M. Guilliams et al., 2013). La migration et la 

différenciation des monocytes sont dépendantes de CCR2 et de l'IFN-I, respectivement (K. L. Lin 

et al., 2008) (Seo et al., 2011). Certaines études in vitro ont suggéré que les moDC produisaient 

de l'IFN–I capable de contrôler la réplication virale (W. Cao et al., 2012) (Hou et al., 2012). Les 

moDC produisent également de grandes quantités de chimiokines spécifiques des monocytes tels 

le MCP-1 (appelé aussi CCL2, IP-10 (Inducible Protein 10 ou CXCL-10). Ceci renforce la défense 

anti-virale en augmentant le recrutement de monocytes dans les poumons (W. Cao et al., 2012) 

(Gill et al., 2008).  



69	
	

Il n’est pas encore clairement établi si les moDC migrent vers les ganglions lymphatiques et 

induisent une réponse T spécifique du virus (T. S. Kim et al., 2009b) (A. Ballesteros-Tato et al., 

2010). Toutefois, des études ont montré que les moDC expriment faiblement les molécules du 

CMH et de co-stimulation, ce qui suggère que les moDC ne joueraient pas de rôle dans l’activation 

des LT (W. Cao et al., 2012) (Gill et al., 2008). Il a d’ailleurs été montré que les moDC stimulaient 

très faiblement les LT CD4+ et CD8+ naïfs après infection par le virus grippal ce qui suggère 

qu’elles sont incapables de capturer/dégrader/présenter les antigènes viraux. Les moDC ont 

pourtant la capacité d’activer fortement les LT lorsque celles-ci sont prétraitées avec un peptide 

viral (T. S. Kim et al., 2009b) (K. L. Lin et al., 2011), suggérant que leur expression des molécules 

du CMH est suffisante pour présenter un peptide viral et activer les LT. Cependant, certains 

rapports ont décrit une accumulation de moDC (CCR2+) dans les organes lymphoïdes et une 

activation de LT CD4+ suite à une infection grippale (Shortman et al., 2007) (Qu et al., 2004) 

(León et al., 2007). Nakano et ses collaborateurs ont suggéré que le recrutement de moDC est 

essentiel pour promouvoir le développement de réponses Th1 au sein les ganglions lymphoïdes 

suite à une infection. Bien que les DC CD8α+ soient connues pour induire une réponse Th1, les 

auteurs démontrent que moDC induit des réponses Th1 encore plus robustes que les DC CD8α+ 

(Nakano et al., 2009). 

Plusieurs études ont suggéré que les moDC pourraient activer les LT spécifiques dans le poumon, 

un peu plus tardivement au cours de la grippe. En effet,  Les LT seraient activés dans les ganglions 

et ensuite migreraient dans les poumons où elles seraient re-activées par les moDC (T. S. Kim et 

al., 2009a) (A. Ballesteros-Tato et al., 2010) (Corine H. GeurtsvanKessel et al., 2008) (H. Lin et 

al., 2008) (GeurtsvanKessel et al., 2009).  

 

 

1.2.3.5 IKDC 
	

Les IKDC (CD3- CD19- B220+ CMHII+ CD11cint NK1.1hi CD11bint) ont initialement été décrites 

comme ayant la capacité à produire de l’IFN-γ et avoir des fonctions immunitaires de cellules NK 

et aussi le potentiel à présenter des antigènes aux LT naïfs (Taieb et al., 2006) (Chan et al., 2006). 

Dans le contexte de l’infection grippale, une étude a mis en évidence le rôle des IKDC in vivo dans 
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les poumons de souris infectées par le virus de la grippe dans la présentation de l’antigène et dans 

l’activation des cellules T CD8+ mais pas des LT CD4+ (GeurtsvanKessel et al., 2009). En effet, 

il a été montré que la déplétion des IKDC induit une réduction dans le nombre de LT CD8+ 

spécifique de virus.  Dans cette même étude, GeurtsvanKessel et ses collègues ont montré une 

accumulation des IKDC dans les poumons avec un pic à 7 jours après une infection par le virus. 

Leur déplétion, en utilisant un anticorps anti-NK1.1, conduit à une expansion réduite des cellules 

T CD8+ spécifiques du virus dans les poumons et est associée à une augmentation dans la charge 

virale (GeurtsvanKessel et al., 2009). A noter qu’in vitro, les IKDC spléniques sont incapables de 

présenter des antigènes viraux aux LT spécifiques du virus (Caminschi et al., 2007). Suite à ces 

quelques études, il s’est avéré que les IKDC représentent plutôt une population immature de 

cellules NK (J. Hanna et al., 2004) (Roncarolo et al., 1991). 
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Figure 12: Les sous-populations de DC pulmonaires durant une infection virale. 

A l’homéostasie, il existe dans les poumons différentes sous-populations de DC : les cDC CD103+, cDC 
CD11b+ et les pDC. Les cDC CD103+ sont principalement situées dans la muqueuse respiratoire et leurs 
dendrites peuvent atteindre l'espace alvéolaire pour capter l'antigène viral. Les cDC CD11b+ sont 
distribuées dans la lamina propria située en dessous de la membrane basale. Les pDC sont présentes dans 
les voies aériennes, le parenchyme et les septa alvéolaires. Après l'infection virale, les Mo Ly6Chigh 
recrutés vers les poumons se différencient en moDC. Après la capture de l’antigène viral, les DC migrent 
vers les ganglions lymphatiques médiastinaux drainants via les vaisseaux lymphatiques afférents. Les DC 
qui ont migrées présentent l’antigène et activent les cellules T naïfs. Les DC CD8α+ résidentes des ganglions 
lymphatiques peuvent recevoir l'antigène des DC migratrices et le présenter aux LT (T. H. Kim et al., 2014). 

1.2.4 Les neutrophiles 
	

Les neutrophiles constituent les premières cellules effectrices recrutées dans le poumon après 

l’infection par le virus grippal (Tate et al., 2008). Dans un modèle murin, au cours de la phase 

précoce de l'infection par le virus grippal, les neutrophiles représentent 70 à 90% des cellules 

totales dans les BAL (Sakai et al., 2000). 

Les neutrophiles ont des fonctions anti-virales puissantes, telles la phagocytose, la génération 

d'espèces réactives de l'oxygène (ROS), la production de peptides antimicrobiens (LL-37, 

défensines) et la libération de pièges extracellulaires appelés NET (Neutrophil Extracellular 

Traps) (Galani et al., 2015). Ainsi, ces cellules jouent un rôle important dans les réponses 

immunitaires protectrices et dans la pathologie pulmonaire chez l’homme et chez les souris 

(Fujisawa, 2008) (Mantovani et al., 2011). De même, leur déplétion chez les souris infectées par 

IAV contribue à la perte de contrôle de la charge virale et aboutit à des pathologies plus graves 

(Tate et al., 2008). Un rôle inattendu des neutrophiles a été rapporté dans l’induction de la réponse 

immunitaire adaptative contre le virus. En effet, les neutrophiles peuvent jouer le rôle de CPA en 

présentant l’antigène et activant les LT suite à une infection (Tate et al., 2012).  

 

1.2.5 Les cellules Natural Killer 
	

Les NK sont des cellules effectrices importantes de la réponse immunitaire innée. Ces cellules 

peuvent reconnaître les cellules infectées par le virus à des temps précoces de l’infection, via leurs 

récepteurs de cytotoxicité (NCR) : NKp44 et NKp46. Ces récepteurs peuvent reconnaître la 
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protéine HA de la grippe, et cette interaction est médiée par le SA contenu dans les molécules 

NKp44 et NKp46 (Gazit et al., 2006) (Arnon et al., 2004) (Jarahian et al., 2009). L’engagement 

de ces récepteurs conduit à une cytotoxicité accrue contre les cellules infectées et induit la 

production de cytokines par les cellules NK activées (Arnon et al., 2001). Dans ce contexte, il a 

été démontré que la susceptibilité à l’infection grippale est plus élevée chez les souris qui 

présentent une déficience en NKp46 (Gazit et al., 2006), confirmant une étude plus ancienne qui 

montre que la déplétion des NK par des anticorps dirigés contre ces cellules induit une morbidité 

et une mortalité plus élevées après infection (Stein-Streilein et al., 1986). Une étude réalisée chez 

les souris âgées, ayant un nombre réduit de cellules NK pulmonaires et spléniques, montre une 

susceptibilité plus importante à l’infection grippale chez ces souris (Beli et al., 2011). 

 A des temps plus tardifs, après le déclenchement de la réponse adaptative humorale, les NK 

peuvent interagir avec les cellules infectées reconnues par leurs anticorps (anti-HA). Cette 

interaction induit la lyse de ces cellules par un processus appelé ADCC (Antibody-Dependent Cell-

Mediated Cytotoxicity). Les cellules NK réduisent également la pathologie induite par le virus 

grippal via la production d’IL-22 qui joue un rôle majeur dans le maintien de l’intégrité de 

l’épithélium pulmonaire (P. Kumar et al., 2013). A noter que les cellules NK produisent également 

de l’IL-10 qui régule la production d’IL-12 par les DC et ainsi contrôle l’inflammation excessive 

durant une infection (Perona-Wright et al., 2009). 

 

1.2.6 Les cellules T Natural Killer invariantes 
	

Les cellules T Natural Killer invariantes ou iNKT représentent une population de LT αβ "innés" 

exprimant des marqueurs associés aux cellules NK. Ces cellules ont la particularité de reconnaître 

les lipides exogènes présentés par la molécule CD1d apparentée au CMH de classe I. Ces cellules 

jouent un rôle crucial lors d’une infection virale par leur capacité à produire rapidement 

d’importantes quantité d’IFN-γ, d’IL-4 ou encore d’IL-17 (De Santo et al., 2008) (Kok et al., 

2012). Les souris déficientes en cellules iNKT (souris Jα18-/-) ont une pathologie pulmonaire 

aggravée et sont plus susceptibles au virus de la grippe. Les iNKT se caractérisent également par 

la production d’IL-22 au cours de l’infection grippale qui pourrait avoir un rôle protecteur au 

niveau de la  barrière épithéliale (Paget et al., 2012).  
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Les iNKT jouent également un rôle sur l’immunité adaptative anti-virale, notamment la réponse T 

CD8+ (Paget et al., 2011). En effet, une étude au laboratoire montre que les souris Jα18-/- infectées 

ont une réponse T CD8+ réduite, associée à une altération du nombre et de la fonction des cDC 

CD103+ pulmonaires. De plus, Ho et ses collègues ont montré que l’activation des iNKT après 

administration d’α-gtalactosylceramide (α-GalCer), un agoniste de ces cellules, induit une 

meilleure réponse humorale et une production plus importante d’anticorps spécifiques du virus de 

la grippe (Ho et al., 2008). Par conséquent, l’activation de ces cellules permet un meilleur contrôle 

de la charge virale et protège contre l’infection grippale (Galli et al., 2007). 

De façon intéressante, les iNKT sont également impliqués dans le contrôle de l’activité des cellules 

MDSC (Myeloid-Derived Suppressor Cells). Ces dernières représentent une population hétérogène 

de cellules myéloïdes immatures qui s'accumulent au cours d’inflammations chroniques  ou en 

contexte tumoral et jouent un rôle immunosuppresseur (Gabrilovich et al., 2012) (V. Kumar et al., 

2016) (Meirow et al., 2015). La déficience en cellules iNKT au cours de la grippe est associée à 

une augmentation significative du recrutement des MDSC au niveau du poumon ce qui réduit le 

contrôle de la charge virale (De Santo et al., 2008).  

 

1.2.7 Les cellules T gamma delta (T γδ) 
	

Les cellules T γδ sont des LT qui expriment un récepteur unique des LT (TCR) qui est composé 

d'une chaîne γ et d'une chaîne δ. Ces cellules peuvent se retrouver dans la muqueuse intestinale, la 

peau, les poumons et l'utérus, et sont impliqués dans l'initiation et la propagation des réponses 

immunitaires (Nielsen et al., 2017). Il a été rapporté que les lymphocytes T γδ peuvent éliminer 

les cellules infectées par le virus grippal par des mécanismes qui incluent l’engagement des 

récepteurs d’apoptose NKG2D (Natural Killer Group 2D) et TRAIL ou des récepteurs de mort 

cellulaire CD95 (Fas ou FasR) qui induisent la production de perforines et de granzymes (Qin et 

al., 2009). De plus, les lymphocytes T γδ sont caractérisées par leur capacité à produire de façon 

importante l’IL-17, qui est crucial dans la réponse immunitaire au niveau des muqueuses 

respiratoires (Narita et al., 2010). En effet, il a été démontré que l'IL-17 joue un rôle important 

dans le recrutement de neutrophiles et ainsi dans la pathologie induite par le virus grippal (Crowe 

et al., 2009).  
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1.3 La réponse immunitaire adaptative 
 

1.3.1 Immunité cellulaire 
	

Les LT CD4+ sont principalement connus pour produire des cytokines : elles peuvent avoir un 

profil Th1, Th2, Th17 ou encore Treg. Une étude a montré, grâce à la culture in vitro avec un 

antigène viral du virus de la grippe, que les cellules Th1 produisent l'IFN-γ, et l’IL-2 qui sont 

principalement impliqués dans la réponse immunitaire cellulaire. Tandis que les Th2 après une 

telle stimulation produisent IL-4 et IL-13 et favorisent principalement la réponse des LB (Lamb et 

al., 1982). Les lymphocytes T CD4+ peuvent aussi avoir une activité cytotoxique (Soghoian et al., 

2010). Elles tuent les cellules infectées soit par la voie des perforines/granzymes (Gamadia et al., 

2004), soit via l’activation des récepteurs activateurs qui se trouvent normalement sur les cellules 

NK tels que NKG2D, KIR2DS2 et KARAP / DAP12 (Saez-Borderias et al., 2006) (van Bergen et 

al., 2004). Afin de confirmer le rôle de LT CD4+ au cours de la grippe, une étude a montré que la 

déplétion de ces cellules en utilisant l’anti-CD4 abroge la capacité de souris à éliminer le virus et 

présentent une mortalité plus importante par rapport aux souris contrôles (Mozdzanowska et al., 

2000).  

Il a été rapporté que la neutralisation de l’IL-17 produit par les Th17 en utilisant des anticorps 

neutralisants spécifiques diminue la protection contre l’infection grippale (Hamada et al., 2009). 

Les lymphocytes Th17 produisent également de l’IL-6 au cours de la grippe qui lève 

l’immunosuppression induit par les Treg et favorise la clairance virale (Campbell et al., 2011) 

(Longhi et al., 2008). 

Les lymphocytes Treg sont impliqués dans la régulation de la réponse inflammatoire pulmonaire 

lors de la phase de résolution de l’infection grippale, par leur production de l’IL-10, une cytokine 

anti-inflammatoire (Kreijtz et al., 2011).  

En réponse à l’infection grippale, les LT CD8+ sont activés au niveau les ganglions. Une fois 

activées, les cellules T CD8+ quittent les ganglions et sont recrutées vers les poumons. Ces cellules 

ont la capacité de produire un large panel de  cytokines (IL-2, IL-9, IL-10, IL-21, IFN-γ et TNF) 

et de chimiokines (CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 et CXCL10) pour attirer des cellules 
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immunitaires innées et adaptatives vers les poumons et faciliter la clairance virale (Hamada et al., 

2013) (N. L. La Gruta et al., 2004) (J. Sun et al., 2009).  

Les LT CD8+ sont connus principalement pour jouer un rôle cytotoxique lors de la grippe (Regner 

et al., 2009). Guo et ses collègues ont montré que la déplétion des cellules T CD8+, avant ou après 

l’infection par le virus de la grippe, abroge la réponse cytotoxiques et ainsi conduit à un défaut de 

contrôle de la réplication virale et une diminution de la survie par rapport aux souris contrôles 

(Hailong Guo et al., 2014). L'expression de TRAIL par les LT CD8+ semble contribuer à la 

clairance des cellules infectées par le virus de la grippe. En effet, la déficience en TRAIL par les 

T CD8+ chez les souris infectées augmente la charge virale. De même, le transfert adoptif des 

cellules T CD8+ déficientes en TRAIL ne protège pas les souris infectées contre une infection par 

le virus grippal (Brincks et al., 2008). De façon intéressante, une étude a montré l’implication des 

cellules T CD8+ dans l'inhibition de l'inflammation pulmonaire excessive via leur capacité à 

produire l'IL-10 pendant l'infection grippale. Le blocage de l'action de l'IL-10 au moment de 

l'infiltration des cellules T CD8+ entraîne une inflammation pulmonaire létale (J. Sun et al., 2009).  

De façon intéressante, des études ont décrit des nouvelles sous-populations de cellules T CD8+ 

dans les poumons de souris infectées : les "Tc1" (cytotoxic T lymphocytes) produisent un niveau 

élevé d’IFN-γ et les "Tc2","Tc17 " qui pourraient produire des cytokines non classiques pour les 

LT CD8+ (Hamada et al., 2013). Par exemple, les cellules "Tc2" produisent IL-4, IL-5 et 

faiblement l’IFN-γ et les cellules "Tc17" produisent IL-17 et faiblement l’IFN-γ. Il a été démontré 

que les cellules "Tc2" et "Tc17" différenciées in vitro sont aussi cytotoxiques que les cellules 

"Tc1", et le transfert adoptif de cellules "Tc2" ou "Tc17" dans des souris infectées améliore la 

survie après une infection grippale (Cerwenka et al., 1999) (Hamada et al., 2009) (Hamada et al., 

2013). 

 

1.3.2 Immunité humorale  
	

Les souris déficientes en LB ont une susceptibilité accrue à l’infection grippale par rapport aux 

souris contrôles (Graham et al., 1997). Les anticorps les plus connus sont ceux qui sont dirigés 

contre les deux glycoprotéines de surface HA et NA (Gerhard, 2001). Les anticorps spécifiques de 

HA empêchent la fixation et l’entrée du virus dans la cellule hôte. En outre, ces anticorps facilitent 

la neutralisation et la phagocytose des particules virales par des cellules exprimant le récepteur Fc 
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(fragment cristallisable). Whittle et ses collègue ont décrit un anticorps humain (CH56) dirigé 

contre le récepteur de HA (SA) et capable de neutraliser divers virus du même sous-type 

antigénique (Whittle et al., 2011). Les anticorps dirigés contre la NA ont également un rôle 

protecteur. En effet, l'activité enzymatique de la protéine NA entraîne le clivage des résidus de SA 

sur la surface cellulaire pour faciliter la libération et la propagation des virions nouvellement 

formés (Matrosovich et al., 2004). Il a donc été proposé que le blocage de NA par des anticorps 

neutralisants inhibe la propagation du virus. 

Les principaux isotypes  produits lors d’une infection par le virus de la grippe sont des IgM, IgA 

et IgG. Les IgM déclenchent la neutralisation du virus grippal en activant  le système de 

complément (Fernandez Gonzalez et al., 2008) (Jayasekera et al., 2007). Les anticorps IgA 

muqueux ou sécrétoires sont produits localement et transportés le long des muqueuses des voies 

respiratoires par un transport trans-épithélial et peuvent fournir une protection locale. Ces anticorps 

empêchent l’interaction entre le virus et les cellules et assure ainsi la protection notamment pour 

les voies respiratoires supérieures (Mazanec et al., 1995). Les IgA sériques sont produits 

rapidement après l'infection par le virus de la grippe. La présence de ces anticorps dans les sérums 

est révélatrice d'une infection (Rothbarth et al., 1999) (Voeten et al., 1998). Les anticorps sériques 

du sous-type d'IgG sont présents principalement dans les voies respiratoires inférieures et assurent 

une protection de longue durée en empêchant l’entrer de virus dans les cellules par bloquer 

l’interaction avec son récepteur (B. R. Murphy et al., 1982).  
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Chapitre 6 Les mécanismes responsables de la surinfection 
bactérienne  

 

 Les études épidémiologiques ont clairement montré que l’infection par le virus de l’influenza A 

augmente la susceptibilité aux  infections bactériennes secondaires y compris l’infection par S. 

pneumoniae, Staphylococcus aureus ou Haemophilus influenzae (Ballinger et al., 2010). Les 

surinfections seraient responsables de la forte morbidité et mortalité associées à la grippe. La 

susceptibilité accrue à la surinfection bactérienne commence généralement dès le quatrième jour 

et se poursuit jusqu'à deux semaines après l'infection par le virus. Les mécanismes menant aux 

surinfections bactériennes sont très complexes et restent mal compris. Deux mécanismes majeurs 

sont à l’origine de ces surinfections : le virus altère la muqueuse respiratoire et la réponse 

immunitaire innée (Jonathan A. McCullers, 2006). 

1 Altération du tractus respiratoire suite à une infection par influenza A 
	

La plupart des données cliniques suggèrent que les changements induits par le virus grippal dans 

les voies respiratoires amènent les voies aériennes supérieures et les poumons à une infection 

bactérienne secondaire. Les travaux récents montrent que l’endommagement causé par le virus au 

niveau de la couche épithéliale pulmonaire favorise l’exposition des molécules de la matrice 

extracellulaire et les éléments de la membrane basale et facilite l’adhérence des bactéries 

(Plotkowski et al., 1986; Short et al., 2016) (Robinson et al., 2015). Nous allons maintenant 

détailler les changements induits par le virus dans les voies respiratoires. 

 

1.1 Changements mécaniques de l’épithélium pulmonaire 
	

En utilisant une souche virale hautement pathogène (A/Porto Rico/8/34) (H1N1) (PR8), de 

nombreuses études réalisées chez la souris, ont mis en évidence des lésions épithéliales 

pulmonaires induites par le virus, fournissant un nombre accru de sites d'attachement pour les 

bactéries (Jonathan A. McCullers et al., 2002) (Gao et al., 2017) (Jia et al., 2017). Par exemple, le 

clivage de SA, exprimé à la surface de la membrane des cellules de l’hôte, par la protéine NA du 

virus grippal, pourrait exposer les récepteurs cryptiques aux bactéries, ce qui permettrait à celui-ci 
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d'adhérer à la trachée et de descendre dans les poumons (Jonathan A. McCullers et al., 2003). Cette 

même souche de virus utilisée à des doses relativement faibles provoque également des lésions 

épithéliales importantes dans le poumon et ainsi augmente la susceptibilité à l’infection 

bactérienne secondaire et diminue la survie (Grimm et al., 2007) (Srivastava et al., 2009). Lors de 

la surinfection bactérienne post-grippale par S.pneumoniae, les bactéries adhèrent aux zones des 

voies respiratoires endommagées et les souris présentent une charge bactérienne plus élevée 

comparativement aux souris non infectées par le virus grippal (Plotkowski et al., 1986). 

Globalement, plusieurs rapports suggèrent que le dommage épithélial pulmonaire causé par le 

virus est un facteur majeur dans la surinfection bactérienne et aussi dans la mortalité au cours des 

pandémies grippales de 1918 et 1957 (G. J. Smith et al., 2009). 

L’infection par des souches virales moins pathogènes n’engendre pas de dommages pulmonaires. 

Cependant, suite à une infection secondaire, les bactéries persistent dans les poumons pendant des 

périodes prolongées, par des mécanismes immunosuppressifs induits par le virus (Jonathan A. 

McCullers et al., 2003) (K. F. van der Sluijs et al., 2006).  

 

1.2 Changements dans la fonction des voies respiratoires 
	

Les virus grippaux induisent, en plus des altérations mécaniques, des altérations dans la fonction 

du poumon qui, facilitent également la pneumonie bactérienne secondaire (Jonathan A. McCullers, 

2006). En effet, l’infection grippale cause une obstruction des voies respiratoires qui est due à la 

perturbation de la production du surfactant, l'augmentation des sécrétions de mucines et l'afflux de 

cellules inflammatoires. Ceci assure un milieu favorable pour la croissance bactérienne (Qi et al., 

2011) (John C. Kash et al., 2015). 

Il est bien connu que l’épithélium pulmonaire constitue la première ligne de défense contre les 

infections bactériennes grâce à la sécrétion de mucus et à la présence de cils qui jouent un rôle 

important dans l’élimination des bactéries. En effet, des études antérieures ont montré qu’une 

infection par le virus de la grippe induit une activité non coordonnée et une réduction dans la 

fréquence de battements de cils ainsi une perturbation dans leur fonction (Pittet et al., 2010). Ceci 

favorise également la croissance des bactéries et inhibe leur clairance. Il est important de noter que 

chez les patients atteints d'une maladie pulmonaire préexistante telle que la maladie pulmonaire 
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obstructive chronique (COPD), la grippe aggrave la maladie en prédisposant à la bronchite 

chronique et à la pneumonie (Y. Chen et al., 2005) (Glezen et al., 2000). 

2 Le virus grippal altère la réponse immunitaire contre les bactéries 
	

Parallèlement aux dommages mécaniques de la muqueuse respiratoire, le virus de la grippe 

entraîne également une dérégulation des réponses immunitaires innée et adaptative, prédisposant 

l'hôte à une infection bactérienne secondaire (Figure 13). 

 

2.1 Altération de la réponse immunitaire innée 
	

Au niveau pulmonaire, l’activation du système immunitaire inné conduit à la production de 

cytokines/chimiokines/molécules inflammatoires et l’activation des cellules immunitaires, 

processus bien coordonné afin de contrôler les infections bactériennes (Abramson et al., 1982). 

Pourtant, une exposition antérieure à une infection virale peut altérer la réponse innée et la défense 

anti-bactérienne. Les acteurs majeurs qui sont affectés par le virus sont : les médiateurs 

inflammatoires (peptides antimicrobiens et interférons anti-viraux) et les cellules immunitaires 

innées. 

2.1.1 Les médiateurs inflammatoires : 
 

2.1.1.1 Peptides antimicrobiens 
	

Les peptides antimicrobiens participent à l’élimination des micro-organismes pathogènes 

envahissants, y compris les bactéries Gram positif et négatif, les champignons et les virus. 

L’expression de ces peptides est présente dans une variété de cellules, y compris les cellules 

épithéliales des muqueuses et les cellules phagocytaires circulantes (Brogden, 2005). Leur 

production est induite principalement par les agents pathogènes et par les cytokines et fait partie 

de la réponse immunitaire innée de l'hôte. Cependant, leur expression peut être supprimée par des 

facteurs de virulence des pathogènes ou par des facteurs environnementaux et ainsi conduit à une 

susceptibilité accrue à la surinfection (Diamond et al., 2009). Des travaux récents ont montré que 

l'infection par le virus de la grippe réduit la production pulmonaire des peptides antimicrobiens 
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associés à l’IL-17 et à l'IL-22 tels que la lipocaline 2, CAMP (Cathelicidin Antimicrobial Peptide), 

REG3B, S100A8 et S100A9 et augmente la susceptibilité à une infection secondaire par S. aureus 

(Robinson et al., 2014). De plus, dans cette même étude, il a été démontré que la supplémentation 

exogène de lipocaline 2 améliore l’issue de la surinfection. Il faut mentionner que la régulation de 

la production de peptides antimicrobiens pendant la surinfection chez l'homme n'a pas été évaluée. 

 

2.1.1.2 Les interférons antiviraux de type I 
	

Au cours de la grippe, de nombreuses études ont mis en évidence l’implication de la voie antivirale 

de l’IFN dans l’altération de la réponse dirigée contre les bactéries et ainsi dans la surinfection 

post-grippale. L’IFN-I joue un rôle délétère en induisant une inflammation excessive et ainsi des 

lésions pulmonaires importantes conduisant à la surinfection secondaire (Carrero, 2013). Des 

souris déficientes pour le récepteur de l'IFN-I (souris Ifnar-/-) et infectées par le virus de la grippe 

sont protégées contre une infection bactérienne secondaire à S. pneumoniae (Shahangian et al., 

2009). La production d’IFN-I induite par le virus de la grippe inhibe également la production d'IL-

23, une cytokine associée à l’induction de la production d’IL-17 et qui joue un rôle important dans 

la clairance bactérienne (Anupa Kudva et al., 2011b). Finalement, l’IFN-I peut inhiber directement 

l'infiltration des neutrophiles dans les poumons et / ou induire leur apoptose et augmenter la 

susceptibilité aux surinfections bactériennes (P. Y. Lee et al., 2009) (Shahangian et al., 2009). 

 

2.1.2 Les cellules immunitaire innées 
 

2.1.3 Les macrophages alvéolaires 
	

Le virus de la grippe affecte le nombre de cellules phagocytaires des voies respiratoires et 

contribue ainsi à une perturbation de la défense anti-bactérienne. La diminution du nombre de 

macrophages alvéolaires lors de la grippe entraîne un défaut de la clairance des bactéries et favorise 

la surinfection bactérienne post-grippale (Ghoneim et al., 2013). A noter que la population de 

macrophages alvéolaires est complètement restaurée deux semaines après l'infection virale. De 

plus, après une infection grippale, les macrophages alvéolaires ont une expression accrue du 
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récepteur CD200, un récepteur qui joue un rôle important dans la régulation de la réponse 

immunitaire innée en transmettant un signal inhibiteur et en bloquant la fonction pro-

inflammatoire des cellules myéloïdes (Minas et al., 2006). Ainsi, la signalisation de CD200 

supprime la réponse des macrophages lors d’une surinfection bactérienne (Snelgrove et al., 2008). 

Les macrophages alvéolaires de souris infectées présentent également une diminution de 

l'expression de MARCO (Macrophage Receptor with Collagenous structure), qui réduit ainsi leur 

capacité à ingérer les bactéries (K. Sun et al., 2008). De la même façon, une étude a montré que 

les macrophages alvéolaires, isolés après la résolution de l'infection grippale, présentent une 

désensibilisation aux signaux de TLR ce qui altère la production de cytokines et de chimiokines 

qui sont nécessaires pour l’activation et le recrutement des autres cellules immunitaires comme les 

neutrophiles (Didierlaurent et al., 2008). A noter que la diminution de la production de chimiokines 

est causée par une diminution de la translocation du facteur nucléaire κB (NF-κB) dans le noyau 

des macrophages alvéolaires par un mécanisme qui n’est pas encore identifié (Didierlaurent et al., 

2008).  

 

2.1.4 Les monocytes inflammatoires 
	

Le recrutement de Mo Ly6Chigh au cours de l’infection grippale est associé à un endommagement 

des cellules épithéliales pulmonaires. Ceci est dû en partie à leur  expression importante de TRAIL, 

de TNF-α et de NOS2 qui contribuent aux lésions de l'épithélium pulmonaire et facilite l’invasion 

bactérienne (G. T. Ellis et al., 2015) (S. Herold et al., 2008) (S. Davidson et al., 2014) (K. L. Lin 

et al., 2008). Plusieurs études ont montré que l’inhibition de la migration des Mo Ly6Chigh dans 

les poumons, en utilisant des modèles de souris CCR2-/-,  est associée à une diminution des 

dommages épithéliaux et à une résistance accrue aux surinfections bactériennes (S. Herold et al., 

2008) (K. L. Lin et al., 2008). De même, les souris CCR2-/- présentent une réduction de la charge 

bactérienne et une survie prolongée après une infection grippale (G. T. Ellis et al., 2015).  
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2.1.5 Les neutrophiles 
	

Les neutrophiles jouent un rôle crucial dans l'élimination des infections bactériennes pulmonaires. 

Cependant, plusieurs études ont rapporté que la neutrophilie accrue lors d’une infection antérieure 

par le virus grippal est plutôt associée à une forte inflammation et ainsi à des lésions épithéliales 

pulmonaires. Pa conséquent, ce type de neutrophilie augmente la susceptibilité à une surinfection 

bactérienne par S. aureus ou par S. pneumoniae (Jonathan A. McCullers et al., 2002). En effet, les 

souris infectées par S. aureus six jours après l'administration du virus de la grippe, présentent un 

nombre plus élevé de neutrophiles dans les BAL associé à une charge bactérienne plus élevée par 

rapport aux souris ayant reçu des bactéries seules (Anupa Kudva et al., 2011a). Des résultats 

similaires ont été trouvés dans le cas d’une surinfection par S. pneumoniae (Daniela Damjanovic 

et al., 2013). Cependant, l’inhibition de recrutement des neutrophiles en utilisant des anticorps 

neutralisants spécifiques de la chimiokine CXCL2 au cours de la surinfection n’améliore pas la 

morbidité et la mortalité (A. Kudva et al., 2011). De même, des études antérieures ont montré que, 

lors de la grippe, la réduction dans le nombre de neutrophiles, causée par l’apoptose de ces cellules,  

favorise les surinfections bactériennes (P. Y. Lee et al., 2009) (Shahangian et al., 2009). Ceci 

suggère que les neutrophiles jouent un rôle bénéfique au début de l’infection mais entraine une 

inflammation excessive et donc un rôle délétère plus tardivement. 

Des travaux ont montré une contribution des NET ou les pièges extracellulaires libérés par les 

neutrophiles dans les complications post-grippales (Narayana Moorthy et al., 2013). En effet, il a 

été montré que les NET peuvent favoriser la pathologie pulmonaire en libérant des histones 

extracellulaires cytotoxiques qui contribuent à l’inflammation et augmente la susceptibilité aux 

infections bactériennes (Narayana Moorthy et al., 2013) (J. Xu et al., 2009).   

Finalement, il a été montré que les neutrophiles isolés de poumons infectés par le virus de la grippe, 

présentent des réponses anti-bactériennes altérées. Dans un modèle humain, l'infection de 

neutrophiles par le virus de la grippe in vitro, entraîne une inhibition du chimiotactisme et une 

diminution de la production d’anions superoxyde par ces cellules (Abramson et al., 1982) 

(Colamussi et al., 1999). Il est important de noter qu’in vivo, le virus peut infecter directement les 

neutrophiles dans le poumon et interférer avec leurs fonctions anti-bactériennes (LeVine et al., 

2001) (Seki et al., 2004). 
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2.1.6 Les cellules NK 
	

Les cellules NK sont également considérées comme des cellules effectrices importantes lors 

d’infections bactériennes, via leur libération de facteurs antibactériens comme le TNF-α (Braciale 

et al., 2012). Les cellules NK isolées de poumons infectés présentent une production diminuée de 

TNF-α, mais les mécanismes sous-jacents ne sont pas clairement établis. De plus, l’infection par 

le virus grippal induit une réduction de l’activation et le recrutement des NK dans le poumon ce 

qui  favorise l’infection bactérienne secondaire (Small et al., 2010).  

Des études antérieures ont montré que l’interaction de CD200R  avec son ligand diminue 

l’activation de la réponse immunitaire innée suite à une infection par le virus de la grippe 

(Snelgrove et al., 2008).  De façon intéressante, une étude a montré une forte augmentation du 

nombre de cellules NK chez les souris déficientes pour le CD200R, ce qui permet un meilleur 

contrôle de la charge bactérienne de S. pneumoniae  suite à une infection grippale (Goulding et al., 

2011). 

Il est important de noter que les cellules NK sont susceptibles d'être infectées par le virus de la 

grippe, ce qui pourrait conduire à des défauts de leurs activités effectrices telles que la cytotoxicité 

et la production des cytokines et des chimiokines (H. Guo et al., 2009).  

 

2.1.7 iNKT 
	

Les études sur le rôle des de ces cellules dans la surinfection sont peu documentées. Une étude de 

notre laboratoire a démontré que lors d’une infection bactérienne post-grippale, les iNKT 

deviennent incapables de produire l’IFN-γ et l’IL-17, deux cytokines cruciales dans la clairance 

bactérienne. Cet phénotype est dû à la forte production d’IL-10 dans les poumons de souris 

infectées (Barthelemy, Ivanov, Fontaine, et al., 2016). Ceci peut ainsi favoriser la surinfection 

bactérienne. De plus, l’injection d’α-GalCer, puissant activateur des cellules iNKT, à des temps 

précoce ou tardif de la surinfection entraine une production importante d’IFN-γ et d’IL-17 par les 

iNKT permettant de diminuer la charge bactérienne dans les poumons et dans la rate (Barthelemy, 

Ivanov, Hassane, et al., 2016). 
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2.1.8 Les cellules T γδ 
	

L’implication de ces cellules lors d’une infection bactérienne post-grippale est peu connue. Une 

étude a montré l’inhibition de leur production d'IL-17 par la voie de signalisation de l’IFN-I lors 

de la grippe. De plus, le transfert adoptif de cellules T γδ de souris Ifnar-/- augmente leur production 

d’IL-17 et ainsi la clairance des bactéries (Wenjing Li et al., 2012). 

  
2.2 Acteurs de la réponse immunitaire adaptative 
	

L'infection par le virus de la grippe induit des réponses immunes de type cytotoxique T CD8+ et 

de type Th1 caractérisées par la production d'IFN-γ. Il a été montré que la production massive de 

cette cytokine aggrave les lésions pulmonaires et favorise la surinfection (Wiley et al., 2001). 

Une étude chez la souris a montré que l'IL-13 régule négativement la production d'IFN-γ à des 

stades précoces de l’infection, et réduit la susceptibilité à la surinfection par S. aureus. A des stades 

plus tardifs, les souris présentent des faibles taux d'IL-13 et des taux élevés d'IFN-γ produit par les 

lymphocytes Th1 augmentant ainsi la susceptibilité à la surinfection par S. aureus. A l’inverse, le 

blocage du récepteur IL-13Rα2 correspondant à une augmentation de l'IL-13 et une diminution 

d’IFN-γ, diminue la charge bactérienne (Agnieszka Rynda-Apple et al., 2014). Cependant, une 

autre étude a plutôt montré un rôle protecteur de l’IFN-γ produit par les cellules T CD8+ (Blevins 

et al., 2014). En effet, les auteurs ont observé une diminution du nombre de LT CD8+, due à leur 

apoptose induit par le virus grippal, ayant pour conséquence de diminuer la production de l’IFN-γ 

par ces cellules et favoriser la surinfection bactérienne. Finalement, une étude plus ancienne avait 

montré que  les souris déficientes en IFN-γ avaient la même charge bactérienne dans les voies 

respiratoires par rapport aux souris sauvages après une infection par le virus de la grippe (A. Kudva 

et al., 2011). Par conséquent, cette étude ne montre pas un effet significatif de l’IFN-γ sur la 

surinfection. Ainsi, le rôle de l’IFN-γ produit par les cellules T dans la surinfection bactérienne 

post-grippale reste encore controversé et pourrait dépendre de l’environnement pulmonaire.  

 

L’IL-10 joue un rôle crucial dans la régulation de l’inflammation mais contribue aux infections 

bactériennes secondaires de la grippe (Koenraad F. van der Sluijs et al., 2004) (McKinstry et al., 

2009) (J. Sun et al., 2009). Des travaux montrent que les cellules T (Treg et T CD8+) sont la source 
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principale d’IL-10 lors de l’infection grippale (J. Sun et al., 2009). Le blocage de l'IL-10, en 

utilisant un anticorps neutralisant, favorise la clairance de S. pneumoniae (Koenraad F. van der 

Sluijs et al., 2004). De même, le virus de la grippe induit une production locale d’IDO 

(Indoleamine 2,3-Dioxygenase) dans les poumons qui altère les réponses inflammatoires en 

induisant la production de l’IL-10 et en facilitant la croissance bactérienne au cours de la 

pneumonie bactérienne secondaire (K. F. van der Sluijs et al., 2006). A l’inverse, l’inhibition 

d’IDO entraîne une diminution de la production d'IL-10 et une amélioration de la clairance de S. 

pneumoniae. 

 

Les cellules Th17 sont caractérisées par la production d’IL-17 et IL-22, lesquelles jouent un rôle 

important dans la clairance bactérienne suite à une infection par le virus influenza (Y. Lin et al., 

2010). Une étude a montré que l’infection par le virus peut induire une réduction dans la 

transcription des gènes et dans l’expression des protéines de l'IL-17 et de l'IL-22 par ces cellules. 

Cette réduction est dépendante de l’IFN-I et elle favorise les infections bactériennes secondaires 

par S. aureus ou encore par S. pneumoniae (A. Kudva et al., 2011). L’injection de cytokines qui 

induisent la production d’IL-17 par les Th17 tels qu’IL-1β ou IL-23, après infection par S.aureus, 

améliore la survie des souris (A. Kudva et al., 2011) (Robinson et al., 2013) (Diveu et al., 2009) 

(Anupa Kudva et al., 2011b). 

L’infection grippale induit la production d’IL-27 (J. Cao et al., 2014), une cytokine connue pour 

inhiber le développement des cellules Th17 en activant la voie STAT1 (Diveu et al., 2009). Le 

rôle de l’IL-27 a été récemment démontré dans la surinfection bactérienne post-grippale. Les souris 

déficientes en IL-27 présentent un nombre plus important de Th17 et sont moins susceptibles aux 

infections pas S. pneumoniae et S. aureus (J. Cao et al., 2014). Ces données s’accordent à montrer 

que le virus grippal altère la réponse Th17 et ainsi favorise la surinfection bactérienne. 
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Figure 13: Les mécanismes responsables de la surinfection bactérienne après la grippe. 

 L'infection induit la production d’IFN-I qui inhibe le recrutement des neutrophiles et des macrophages 
dans les poumons au cours de l’infection bactérienne. L’IFN-I inhibe également la différenciation des 
cellules T naïves (cellules Th0) ou d'autres types de cellules Th (telles que Th1 et Th2) en Th17 (A. Kudva 
et al., 2011) et favorise ainsi la susceptibilité de l'hôte à une infection bactérienne secondaire. La production 
d'IFN-γ par des cellules T effectrices spécifiques du virus de la grippe, diminue l'expression du récepteur 
MARCO par les macrophages alvéolaires et inhibe l'ingestion de bactéries par ces cellules. De plus, la 
production d’IL-10 par les cellules T effectrices, peut empêcher les cellules immunitaires innées, en 
particulier les macrophages, de tuer les bactéries. Enfin, l'interaction directe et / ou l'infection des cellules 
immunitaires innées - telles que les macrophages, les neutrophiles et les NK - par le virus de la grippe altère 
leur capacité à tuer les bactéries (Braciale et al., 2012). 

 

3 Moyens thérapeutiques pour traiter la surinfection 
	

Différentes approches pour prévenir et traiter la grippe et la pneumonie bactérienne secondaire ont 

été testées dans le modèle murin. L’effet d’une large gamme d'antibiotiques et d'anti-

inflammatoires a récemment été étudié. Il a été montré que la dexaméthasone limite l'inflammation 

durant la surinfection bactérienne par S. pneumoniae lors de la grippe, mais n’améliore pas la 



87	
	

morbidité ou l'issue de la maladie (Daniela Damjanovic et al., 2013). De plus, le traitement précoce 

par la dexaméthasone augmente la charge virale (Ghoneim et al., 2014). Néanmoins, deux études 

ont montré que la combinaison de dexaméthasone avec l'ampicilline ou avec l'azithromycine  

améliore la clairance de S. pneumoniae, diminue la pathologie pulmonaire et augmente la survie. 

Le traitement avec l'ampicilline conduit à une lyse excessive de S. pneumoniae, ceci augmente 

l’interaction des lysats bactériens avec le TLR2 et augmente le recrutement des neutrophiles et la 

mortalité de souris de façon dépendante de la signalisation de ce TLR (Karlstrom et al., 2011). 

L'azithromycine seule réduit la charge de S. pneumoniae, mais n'améliore pas les lésions 

pulmonaires (Karlstrom et al., 2011) (Daniela Damjanovic et al., 2013).  

Le linézolide est un antibiotique actif contre le MRSA (Staphylococcus aureus résistant à la 

méticilline) qui agit en se liant à la sous-unité ribosomale 50S et en inhibant la synthèse protéique 

de la bactérie. Cet antibiotique est capable de réduire la pneumonie bactérienne secondaire dans 

des modèles expérimentaux, en inhibant l'expression de l'IFN-γ (Breslow-Deckman et al., 2013). 

Cependant, une étude antérieure montrait que le traitement avec l'IFN-γ durant une infection par 

S.pneumoniae, protégeait contre les bactéries (Czarniecki et al., 1993). La protection médiée par 

l’IFN-γ pourrait être expliquée  par la capacité de cette cytokine à activer les neutrophiles 

permettant ainsi la clairance bactérienne (Yamamoto et al., 2004) 

Certains antibiotiques peuvent fonctionner en modulant le système immunitaire en plus de leurs 

propriétés antimicrobiennes directes. La trithérapie avec le linézolide, la clindamycine et la 

vancomycine diminue la production de cytokines inflammatoires, la charge de S. aureus et la 

morbidité au cours de la surinfection (X. Liu et al., 2013). Ces données suggèrent que les thérapies 

antibiotiques ou stéroïdiennes limitent l'inflammation et peuvent être bénéfiques lors de la co-

infection bactérienne avec MRSA ou une infection secondaire post-grippale. 

Cependant, une meilleure compréhension des mécanismes à l’origine de la surinfection 

bactérienne, permettrait le développement de nouvelles stratégies immuno-thérapeutiques. Les 

thérapies visant à inhiber les cytokines, chimiokines, les récepteurs de chimiokines ou les TLR 

devraient être étudiées. Récemment, une petite molécule inhibitrice de CCR2 a été évaluée au 

cours de la surinfection à S. pneumoniae (K. L. Lin et al., 2011). L’inhibition de CCR2 au cours 

de l’infection grippale n’induit pas d’augmentation de la charge bactérienne dans les poumons lors 

de la surinfection et améliore la survie. Ceci est associé à une diminution de l’accumulation des 
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Mo Ly6Chigh dans les poumons et ainsi à une diminution de la pathologie. Une autre étude a mis 

en évidence l’effet bénéfique d’un traitement local avec le GM-CSF, sur les macrophages 

alvéolaires et sur la protection contre les surinfections bactériennes par S. pneumoniae (Ghoneim 

et al., 2013) 

Un anticorps monoclonal agoniste de TLR4, l’UT12, a également été étudié au cours de la 

surinfection bactérienne de la grippe. Les souris ont été inoculées par voie intranasale avec S. 

pneumoniae 2 jours après l’inoculation du virus de la grippe. UT12 a été administré 2 h avant 

chaque inoculation. Dans ce cas, l'UT12 a accéléré le recrutement des monocytes par la production 

de CCL2 dépendante de la kinase C-JUN N-terminale (JNK) et de la voie NF-κB et a ainsi 

augmenté la phagocytose des bactéries (Tanaka et al., 2013). De même, cette étude indique que 

chaque inoculation d'UT12 pourrait avoir des effets prophylactiques et protège contre ces 

infections. 

Enfin, le développement d'une prophylaxie ciblée, ou la mise en place d’un traitement par 

antibiotiques en combinaison avec des autres stratégies thérapeutiques qui visent à moduler la 

réponse immunitaire dans les poumons restent des approches prometteuses pour contrôler la 

pathologie pulmonaire induite par le virus de la grippe et assurer la protection contre la surinfection 

bactérienne post-grippale. 
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Les virus grippaux de type A sont responsables de maladies respiratoires aiguës et représentent un 

problème majeure de santé publique dans le monde entier. L’infection par IAV est souvent 

compliquée par des infections bactériennes secondaires (notamment S. pneumoniae) qui sont à 

l’origine de morbidité et de la mortalité (J. A. McCullers, 2014). 

La dérégulation de la production de cytokines et de chimiokines au cours de la grippe, déclenche 

une inflammation excessive corréler avec l'accumulation incontrôlée de cellules myéloïdes dans 

les poumons telles les neutrophiles, les Mo Ly6Chigh ou encore les moDC (Nicole L. La Gruta et 

al., 2007) (Garcia et al., 2010) (Stoyan Ivanov et al., 2012) (Barthelemy, Ivanov, Fontaine, et al., 

2016) . Ce recrutement de cellules inflammatoires est associé à des perturbations du compartiment 

de cellules sentinelles pulmonaires, e.g. les macrophages alvéolaires et les cDC. Cependant, les 

études restent controversées quant aux conséquences de l’infection grippale sur leur nombre : En 

particulier, les cellules sentinelles, notamment les cDC, sont-elles recrutées ou déplétées ? (A. 

Ballesteros-Tato et al., 2010) (J. L. G. Cruz et al., 2017) (C. H. GeurtsvanKessel et al., 2008). 

Pour répondre à la demande accrue en cellules myéloïdes au cours de l’infection, la MO est 

fortement sollicitée et déclenche le processus de "myélopoïèse d’urgence". A l’homéostasie, la 

myélopoïèse est un processus étroitement régulé et contrôlé par des facteurs intrinsèques comme 

des facteurs de transcription (Miriam Merad et al., 2013a) et par des signaux extrinsèques comme 

des facteurs de croissance, des cytokines et des chimiokines (Takizawa et al., 2012). Lors 

d’infections bactériennes/virales systémiques telles les infections à E. muris, Y. enterocolitica, L. 

monocytogenes, ou encore le virus LCMV, la myélopoïèse est profondément affectée afin de 

maintenir la production et la mobilisation de cellules myéloïdes inflammatoires, telles les 

monocytes et les neutrophiles, au niveau du site d’infection comme la rate, pour combattre 

l’infection (MacNamara, Oduro, et al., 2011) (Pasquevich et al., 2015) (Serbina et al., 2009) 

(Drevets et al., 2010) (de Bruin et al., 2012). Dans le cas des infections  locales (non systémiques), 

e.g. T. gondii ou le pneumovirus, l’agent infectieux peut également affecter indirectement les 

cellules myéloïdes dans la MO (Askenase et al., 2015) (Maltby et al., 2014).  

A l’heure actuelle, les conséquences de l’infection grippale sur la myélopoïèse restent très peu 

connues. Les données les plus récentes restent très descriptives et concernent principalement la 

monopoïèse et la granulopoïèse. Par exemple, il a été rapporté une diminution du nombre de 

cellules myéloïdes matures dans la MO des souris infectées par IAV (Hermesh et al., 2010) (Long 
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et al., 2013). Stifter et al ont montré que les voies de signalisation des interférons ne semblaient 

pas être impliquées dans la régulation de la myélopoïèse au cours de la grippe (Stifter et al., 2016).   

Aucune information n’est disponible à l’heure actuelle sur l’impact de l’infection grippale sur la 

génération des cDC dans la MO ou "DCpoïèse".  

Par conséquent, mon projet de thèse a eu pour but dans un premier temps de revisiter l’impact de 

l’infection grippale sur le devenir des cDC pulmonaires. Nos résultats nous ont conduits à nous 

intéresser dans un deuxième temps aux conséquences de l’infection grippale sur la myélopoïèse 

d’urgence et plus particulièrement la "DCpoïèse". Il s’avère que l’infection grippale perturbe 

la "DCpoïèse" et mon projet de thèse nous a conduit à des résultats originaux que je vais vous 

exposer dans la suite de manuscrit. 
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Souris et infections 

Les souris mâles C57Bl/6 (8 semaines) ont été achetées chez Janvier (Le Genest-St-Isle, France). 

Les souris C57Bl/6  Ifnγ-/- (>10 "backcrossing") proviennent du laboratoire Jackson et ont été 

décrites précédemment (Muller et al., 1994). Pour les infections par le virus Influenza et la bactérie 

S. pneumoniae, les souris ont été maintenues dans une animalerie de biosécurité niveau 2 à l'Institut 

Pasteur de Lille. Les souris ont été anesthésiées et injectées par voie intranasale (i.n.) avec 50 µl 

de PBS contenant, ou non (Mock), 30 unités formant des plages (PFU) de la souche grippale 

hautement pathogène H3N2 Scotland/ 20/74 ou 100 PFU de la souche WSN/33 de H1N1. Pour la 

surinfection, les souris infectées avec H1N1 (A/WSN/33) ont été inoculées avec 103 CFU de S. 

pneumoniae sérotype 3 (ATCC 6303), 4 jours après l’infection virale.  

 

Déclaration d'éthique 

Les animaux étaient hébergés dans un environnement spécifique exempt d’agents pathogènes à 

l’animalerie de l'Institut de Lille Pasteur. Les expérimentations ont été réalisées selon les 

Directives "des soins et de l’utilisation des animaux de laboratoire du gouvernement français" et 

approuvées par la Direction départementale des Services Vétérinaires (préfecture de Lille, France 

; numéro d'autorisation : AF 16/20090) Directive du Conseil de 1986 et révisée en 2010, 2010/63 

/ UE). De plus, le présent projet a été soumis à l'approbation du Comité national de protection et 

d'utilisation des animaux de laboratoire (CEEA 75) et a reçu le numéro d'autorisation 00357.03. 

 

Réactifs et anticorps 

Les anticorps monoclonaux murins (mAc) dirigés contre CD3 (biotine), NK1.1 (biotine), Ter119 

(biotine), CD11b (biotine), CD45R / B220 (FITC ou biotine), Gr1 (FITC, AlexaFluor 700 ou 

APC), Ly6G (FITC), Ly6C (APC / Cy7, AlexaFluor 700), CD11b (PE / Cy5), Ly6A / E (Alexa 

Fluor 647) CD19 (FITC) , CD4 (FITC), CD8 (FITC), Siglec-F (APC ou  PE), CD45 (brillant violet 

421 ou 510 ou APC / Cy7), CD117 (Percp-Cy5.5), CD135 (APC ou PE), CD115 (PE), CD127 

(PE-Cy7), CD11c (PE-Cy7 ou BV605), CMH de classe II (Pacific-blue ou AlexaFluor700-) , 

CD172α (FITC), CD64 (APC), Siglec-H (Pacific Blue), Siglec-F (PE) CD24 (Percp-Cy5.5), 

CD11b (FITC ou biotine), Ly6C (AlexaFluor700 ou l’APC-Cy7), CCR2 (PE) et la streptavidine 
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(AlexaFluor-700 ou PE) ont été achetés chez Ozyme (Montigny le Bretonneux, France) ou BD 

Biosciences (Le Pont de Claix, France). L'iodure de propidium et l'annexine V ont été achetés chez 

Ozyme et BD Biosciences, respectivement. Les mAc neutralisants contre l'IFNγ (R4-6A2), l'IL-6 

(MP5-20F3), le TNF-α (XT3.11) et le mAc témoin isotypique (HRPN) proviennent de BioXcell 

(West Lebanon, NH). Le LPS ultrapure issu du sérotype 0111 d'Escherichia Coli B4 a été acheté 

chez Cayla (Toulouse, France). Le plasmide Flt3-L nous a été donné par F Andris et O Leo 

(Université Libre de Bruxelles, Gosselies, Belgique). 

 

Préparation des cellules 

Les tibias et les fémurs de souris ont été prélevés stérilement, du milieu PBS 2% SVF a été injecté 

à l'intérieur de l’os à l’aide d’une seringue afin d’expulser la carotte de MO. Les cellules sont 

remises en suspension puis filtrées (filtre de 90 µm) et lavées. Les rates ont été traitées avec du 

PBS contenant de la collagénase de type IV (1mg /ml) et 1 µg / ml de DNase type I (Sigma-Aldrich, 

Saint Quentin Fallavier, France) à 37 ° C pendant 20 min. Les rates ont ensuite été écrasées à l’aide 

d’un piston puis les suspensions cellulaires ont été filtrées et lavées avec du PBS 2% SVF (Sérum 

de Veau Fœtal). Les souris ont été perfusées avec du PBS 2% SVF, puis les poumons excisés et 

finement hachés, suivi d’une digestion enzymatique (20 min à 37°C) dans du PBS contenant 1 

mg/ml de collagénase type VIII (ou collagénase de type IV pour l'analyse des pre-cDC de 

poumons) et 1 µg/ml de DNase type I. Les homogénats pulmonaires ont été filtrés et lavés avec du 

PBS/2%SVF. Après centrifugation, les culots cellulaires ont été repris dans un Percoll™ 20% et 

centrifugés à 2000 rpm, 15 min sans frein. Après lavage des culots, ils ont été repris dans du milieu 

PBS/2%SVF. Pour toutes les suspensions cellulaires, les globules rouges ont été éliminés avec du 

tampon de lyse (Sigma) et les cellules mononuclées ont été remises en suspension dans du PBS / 

2% de SVF. Le nombre total de cellules a été compté en cellule de Malassez à l’aide du bleu de 

trypan. 
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Les DC dérivées de la MO 

Les cellules totales de la MO ont été cultivées dans des plaques 6 puits avec 5x106 cellules/puit 

dans 4 ml de RPMI complet (10% de SVF), en présence de Flt3-L (100 ng /ml). Au jour 4, la 

moitié du milieu a été enlevée et remplacée par du milieu neuf contenant du Flt3-L. Les cellules 

générées ont été récupérées aux jours 8-9. L'analyse phénotypique a été réalisée par cytométrie en 

flux en utilisant les mAc anti-Siglec H, anti-CD11c, anti-CMHII, anti-CD172α et anti-CD24. Pour 

l'analyse fonctionnelle, les cellules ont été cultivées en plaques de 96 puits, à 1 x 105 cellules/puit 

dans du RPMI / % SVF, en présence de LPS (100 ng / ml) pendant 24h. La production des 

cytokines a été mesurée dans les surnageants de culture par ELISA. 

 

Cytométrie en flux 

Les populations cellulaires (CD45+) ont été analysées en utilisant un cytomètre de type LS Fortessa 

(BD Biosciences) selon les marqueurs de surface cellulaire suivants: Dans la MO, (MDP): Lin (*)- 

CD117+ CD135+ CD115+ CD127- (CDP) Lin (*)- CD117low CD135+ CD115+ CD127- CD11c-

CMHII- (cMoPs): Lin (**)- CD117+ CD135- CD115+ Ly6C+ CD11b-. Dans la MO, la rate et le 

sang (pre-cDC): Lin (*) CD11c+ CMHII- CD135+ Sirpα-/low et Siglec-H- Ly6C- pour les pre-cDC 

biaisées vers la voie des cDC1 ou Siglec-H- Ly6C+ pour les pre-cDC biaisées vers la voie des 

cDC2. Dans la MO et le sang, (monocytes): Lin (**)-  CD115+ Ly6G- CD11b+ Ly6Chigh ou 

Ly6Clow/neg. Dans les poumons, (DC): Siglec-F- Ly6G- CD11c+ CMHII+ et CD64- pour les cDC 

ou CD64+ pour moDC; (Mo Ly6Chigh): Siglec-F- Ly6G- Ly6C + CD11b+ CCR2+ CD11c-. Les 

cellules mortes ont été exclues par coloration à l'iodure de propidium. Pour l'analyse, 1 à 2x106 

des cellules ont été acquises et les données ont été analysées avec le logiciel FACSDiva ou FlowJo 

(TreeStar, US). 

Lin *: CD3, NK1.1, Ter119, CD11b, CD45R / B220, Ly6G. 
Lin **: CD3, NK1.1, Ter119, CD45R / B220, Ly6G. 

 
Purification des monocytes et restimulation 
 
Les cellules de la MO ont été récupérées à partir de souris infectées ou non et les suspensions 

cellulaires ont été préparés comme décrit ci-dessus. Les monocytes ont été triés en utilisant un 
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trieur de cellules FACSAria III (BD Biosciences). Les cellules de la MO ont été marquées avec 

des anticorps biotinylés anti-Ter119, -CD3, -NK1.1, -CD45R / B220 et la streptavidine couplée au 

PE / Cy7 puis les mAc spécifiques de CD45 conjugué au Birilliant Violet 421, Ly6G conjugué à 

l’APC-Cy7, Ly6C conjugué à l’Alexa Fluor 700, CD11b conjugué au FITC et CD115 conjugué 

au PE. Ce protocole a donné une pureté cellulaire supérieure à 98%, comme il est évalué par FACS. 

Ensuite, les monocytes ont été cultivés à 1x105 cellules/puit dans du RPMI/SVF à 5% pendant 24h 

en présence de LPS (100 ng/ml). La production des cytokines a été mesurée dans les surnageants 

de culture par ELISA. 

 

Quantification des cytokines et des facteurs de croissance  

Les niveaux d'IL-6, IL-12p40 et IL-10 ont été quantifiés dans des surnageants de culture en 

utilisant des kits ELISA (eBiosciences, R&D) et selon les recommandations du fabricant. Les taux 

de Flt3-L et de GM-CSF ont été quantifiés par ELISA (systèmes de R&D) dans les sérums ainsi 

que dans les lysats de MO et de tissus pulmonaires. Brièvement, les poumons totaux ont été lysés 

dans 600 µl de tampon de lyse (0,2% de NP-40, EDTA 1 mM, Anti-protéase 1X, PBS 1X) et 

incubés pendant 30 minutes dans la glace. Les lysats ont été centrifugés pendant 15 minutes à 3500 

tr/min et le surnageant a été transféré dans un nouveau tube. Pour les cellules de la MO (2x107 

cellules), celles-ci ont été remises en suspension dans 500 µl de tampon de 

radioimmunoprécipitation (RIPA) (tri-HCL 50 mM, Nacl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton 1%, 

désoxycholate de sodium 1%, SDS 0,1%, anti- Protease 1X, PBS 1X) et incubées 15 min dans la 

glace avec agitation périodique. Les cellules lysées ont été centrifugées pendant 15 minutes à 

13000 tr/min à 4°C et le surnageant a été transféré dans un nouveau tube. 

 

 Analyse quantitative de l'expression des gènes par RT-PCR 

Les ARN totaux de poumons entiers et de monocytes triés de la MO ont été extraits, les ADNc ont 

été synthétisés et une RT-PCR quantitative a été effectuée. L'expression des gènes a été analysée 

par l'incorporation du SYBR green fluorescent dans l'ADN double brin, et en utilisant le logiciel 

QuantStudioTM 12k Flex (ThermoFisher Scientific). Les amorces murines utilisées étaient: cd200 

(5'-TTTGCTGTTGTCCCAGGTCCT-3 ', 5'-GCATGGCACTGCATTGCTCTA-3'); Socs3 (5'-

GGAACCCTCGTCCGAAGTTC-3 ', 5'-CAATCTTCTCGCCCCCACAA-3'); Il6 (5'-

CAACCACGGCCTTCCCTACT-3 ', 5'-CCACGATTTCCCAGAGAACATG-3'); Inos (5'-
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ACCACAAGGCCACATCGGAT-3 ', 5'-AATGGCATGAGGCAGGAG-3'); Cx3crl (5'-

AAGTTCCCTTCCCATCTGCT-3 ', 5'-CAAAATTCTCTAGATCCAGTTCAGG-3') ; Flt3l (5’- 

GAGTCAAAAGCCCAGCAGGAT-3’, 5’-GCATTCCTGTCGACGCTAACTT-3’); Csf2 (5’-

TGCCTGTCACGTTGAATGAAGA-3’, 5’-CCCGTAGACCCTGCTCGAATA-3’); Il17a (5’-

CCGCAATGAAGACCCTGATAGA-3’, 5’-AGAATTCATGTCGTGGTCCAGC-3’); Il23p19 

(5’- CAC-CAG-CGG-GAC-ATA-TGA-AT-3’, 5’- GTT-GTC-CTT-GAG-TCC-TTG-TGG-3’); 

Il1b (5’-TCGTGCTGTCGGACCCATA-3’, 5’-GTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGT-3’);  Isg15 

(5’-GGCCACAGCAACATCTATGAGG-3’, 5’-CTCGAAGCTCAGCCAGAACTG-3’); Oas3 (5’-

GTGGCACCGATGTCGAACTC-3’, 5’-AGCAACATTCGCATGGCA-3’); Tjp1 (5’-

AGGTCTTCGCAGCTCCAAGAGAAA-3’, 5’-ATCTGGCTCCTCTCTTGCCAACTT-3’); Ocln 

(5’-AGCAGCCCTCAGGTGACTGTTATT-3’, 5’-ACGACGTTAACTCCTGAACAAGCA-3’); Areg 

(5’-TTTGGTGAACGGTGTGGAGAA-3’, 5’-CGAGGATGATGGCAGAGACAA-3’);  Gapdh (5’-

GCAAAGTGGAGATTGTTGCCA -3’, 5’- GCCTTGACTGTGCCGTTGA-3’). Ces amorces ont été 

conçues en utilisant le logiciel Primer Express (Applied Biosystems, Villebon sur Yvette, France). 

Les résultats ont été normalisés par rapport à l'expression du gène gapdh et sont exprimés sous la 

forme d'une augmentation du nombre de fois par rapport au niveau d'expression génique moyen 

des souris infectées et non infectées. 

Pour la quantification du nombre de copies virales, une transcription inverse a été réalisée en 

utilisant une amorce spécifique du gène viral M1 (5’-TCT AAC CGA GGT CGA AAC GTA-3’), 

SuperScript® II Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific) et RNAse OUT (ThermoFisher 

Scientific). Une matrice plasmidique portant le brin négatif de la protéine virale M1 (pPolI-M1, 

squelette pUC18) a été diluée en série (10 fois) pour établir une courbe standard (valeur Ct / 

nombre de copies virales) allant de 3,8 x 109 (Ct ~ 5) à 380 copies (Ct ~ 25), permettant ainsi la 

quantification du virus dans les échantillons par interpolation des valeurs de Ct. 

 

Injection du plasmide-Flt3-L et infections  

Des souris C57Bl/6 ont été injectées en moins de 5 secondes avec un plasmide Flt3-L ou un 

plasmide contrôle (pcDNA3) dilué dans 1,4 ml de solution de Ringer  (injection hydrodynamique) 

comme décrit précédemment (Crispo et al., 2013 108). Les souris ont été infectées avec IAV 24h 

plus tard (WSN, 100 PFUs). L'efficacité de la délivrance du gène Flt3-L a été évaluée 5 jours plus 

tard. Pour ce faire, les cellules spléniques, pulmonaires et de la MO ont été récupérées et marquées 
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avec un cocktail d'anticorps permettant l'identification les sous-populations de cDC par cytométrie 

de flux. Pour tester l'efficacité de l'administration du plasmide Flt3-L sur la surinfection, les souris 

ont été infectées avec IAV 24h après l’injection de plasmide et inoculées avec S. pneumoniae 4 

jours après l’infection par le virus. Les bactéries viables dans les poumons et la rate ont été 

comptées 36 h après l’infection par S. pneumoniae en étalant des dilutions (de 10 en 10) d’ 

homogénats de poumon ou de rate sur des plaques de gélose au sang. Les plaques ont été incubées 

à 37°C pendant une nuit et les CFU (Colony Forming Unit) ont été comptées 24 h plus tard. La 

survie et le poids des souries ont été surveillés quotidiennement après l'infection par IAV et les 

souris ont été euthanasiées lorsqu'elles ont perdu plus de 20% de leur poids corporel initial. 

 

Évaluation de la pathologie pulmonaire 

Pour l'examen histopathologique, les poumons ont été fixés par gonflage et immersion dans du 

PBS contenant  3,2% de paraformaldehyde et inclus dans la paraffine. Pour évaluer l'inflammation 

des voies aériennes, des coupes de poumons fixés (sections de 5 µm) ont été colorées à 

l'hématoxyline et à l'éosine. Trois sections uniformément réparties par poumon ont été analysées 

au microscope en double aveugle par un pathologiste. Les degrés de l’alvéolite pulmonaire ont été 

classés de 0 (absent) à 4 (grave). 

 

Analyses statistiques  

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel GraphPad Prism. La 

signification statistique a été évaluée en utilisant des tests non-paramétriques Mann-Whitney U ou 

Kruskal-Wallis (suivis par un test de Dunns) pour comparer les moyennes de réplicats biologiques 

dans chaque groupe expérimental. Nous avons utilisé le two-way ANOVA lorsque plusieurs 

paramètres ont été étudiés. La survie des souris infectées a été analysée en utilisant la méthode de 

Kaplan-Meier et un test de log-rank. Les résultats avec une valeur de p inférieure à 0,05 ont été 

considérés comme significatifs. ns: non significatif; *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001. 
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L’infection par IAV diminue le nombre de cDC dans les poumons et altère la génération des 

progéniteurs de cDC dans la MO  

L'infection grippale affecte le nombre de DC dans le poumon, un phénomène qui pourrait être 

important dans l’évolution de la maladie (A. Ballesteros-Tato et al., 2010 13; Barthelemy et al., 

2017 72). Cependant, que les cDC - cDC1 et cDC2 - soient recrutées ou non lors d’une infection 

par IAV reste un point controversé. 

Dans un premier temps, nous avons revisité ces résultats en utilisant CD64, un marqueur qui 

permet la distinction entre les cDC et les moDC  (Langlet et al., 2012 109). Comme le montre la 

figure 14A (stratégie de gating dans la figure supplémentaire 1A), la fréquence et le nombre 

absolu de cDC dans les poumons de souris infectées par IAV (H3N2) sont significativement 

diminués dès le 4ème jour d’infection et atteint son maximum 7 jours après infection. Ces 

changements ont été observés pour les deux sous-populations cDC1 (CD24high) et cDC2 

(CD172α+). A des temps plus tardifs, la fréquence des cDC revient à la normale. Le nombre (mais 

pas la fréquence) des cDC et cDC2 retourne à la normale 10 jours après l’infection alors que le 

nombre de cDC1 reste faible à 10 et retourne à la normale 14 jours après infection (Figure 14A, 

panel de droite). 

 

Après avoir confirmé la chute de la fréquence / du nombre des cDC pulmonaires après l'infection 

par IAV, nous avons ensuite étudié l'effet d’une infection grippale sur la génération de novo des 

cDC. Pour ce faire, le nombre de progéniteurs de cDC dans la MO a été quantifié au cours de 

l'infection par l'IAV (stratégie de gating dans la figure supplémentaire 1B). Comme le montre la 

figure 14B, le nombre absolu de MDP n’est pas modifié au cours de l'infection mais le nombre 

des CDP et celui des pre-cDC sont diminués de manière significative entre 4 et 10 d’infection. De 

manière intéressante, l’expression de CD135 (récepteur au Flt3-L) par les CDP et pre-cDC est 

augmenté entre 7 et 16 jours d’infection (Figure 14C, les CDP ne sont pas représentés). Le 

nombre de CDP et de pre-cDC revient à la normale 16 jours après infection. A noter que le nombre 

réduit de CDP et de pre-cDC dans la MO a également été observé suite à une infection par une 

autre souche de virus influenza, WSN (virus H1N1) (Figure 14D). Ces résultats indiquent que 

l’altération de la différenciation des cDC dans la MO est une conséquence générale de l’infection 

par IAV, quel que soit la souche virale utilisée. 
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Figure 14: L’infection grippale conduit à diminution du nombre de progéniteurs de DC, dépendant 
du temps. 

(A) Les souris ont été infectées ou pas par voie i.n avec une dose sublétale (30 pfu) de virus grippal H3N2. 
La fréquence (panel de gauche) et le nombre absolu (panel de droite) des cDC totales pulmonaires (Siglec-
F- CD11c+ CMHII+ CD64-), cDC2 (CD172α+ CD24low) et cDC1 (CD172α- CD24high) ont été évalués par 
cytométrie en flux après différents jours d’infection. Les moyennes ± SEM de deux expériences (n=11) 
sont représentées. (B) Les souris infectées (ou non) par H3N2 ont été sacrifiées à différents temps après 
l'infection et les nombres absolus de MDP, CDP et pre-DC dans la MO ont été quantifiés par cytométrie de 
flux. Les moyennes ± SEM de réplicats biologiques issus de 3 expériences sont représentées (n = 6-15). 
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(C) La médiane de l'intensité de fluorescence (MFI) de l'expression de CD135 sur les pre-cDC a été 
analysée à différents temps après l'infection. Les données sont issues de deux expériences indépendantes (n 
= 6-8). (D) Les souris ont été infectées ou pas par voie i.n par WSN et le nombre absolu de CDP et de pré-
DC a été évalué par cytométrie de flux 7 jours après l’infection. Les moyennes ± SEM de réplicats 
biologiques issus de 2 expériences sont représentées (n = 10). **, p < 0.01; ***, p < 0.001. 
 
 
 
 
Deux études très récentes ont mis en évidence une hétérogénéité dans la population de pre-cDC de 

la MO (Gary E. Grajales-Reyes et al., 2015; A. Schlitzer et al., 2015). D’après Schlitzer et 

collègues, quatre sous populations différentes ont pu être mises en évidence sur la base de 

l’expression de Ly6C et Siglec-H (Figure 15A) : Les pre-cDC (1) Siglec-H+ Ly6C- se différencient 

en pre-cDC (2) Siglec-H+ Ly6C+, qui se différencient ensuite soit en pre-cDC biaisées vers un 

profil de cDC1 (Siglec-H-Ly6C-) soit en pre-cDC biaisées vers un profil de cDC2 (Siglec-H-

Ly6C+). Les résultats présentés dans la figure 15B montrent que 7 jours après l’infection, 

comparativement aux souris mock, le nombre de cellules parmi les 2 populations de pre-cDC les 

moins différenciées (pre-cDC (1) et (2)) est significativement diminué ainsi que la population de 

pre-cDC biaisée vers un profil de cDC1. La population de pre-cDC biaisée vers un profil de cDC2 

n’est pas altérée. A noter que le nombre de cDC est également fortement réduit dans la MO entre 

4 et 10 jours d’infection (Figure 15C). Pris dans leur ensemble, les résultats suggèrent que 

l'infection par IAV affecte le nombre de cDC dans les poumons et altère la génération des 

précurseurs de cDC dans la MO. 
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Figure 15: L'infection grippale affecte la différenciation des sous-populations de pre-cDC dans la 
MO.  

(A) Stratégie de gating pour les sous-populations de pre-cDC dans la MO selon l'expression de Siglec-H et 
Ly6C. (B) Les souris ont été infectées ou non, avec le virus H3N2 et les sous-populations de pre-cDC dans 
la MO ont été analysées à 7dpi. Un dot plot représentatif est montré (panel de gauche) et le nombre absolu 
de chaque sous-population de pre-cDC est ensuite calculé (panel de droite). Les moyennes ± SEM de 
réplicats biologiques issus de trois expériences sont représentées (n = 12). (C) Des souris infectées ou non 
par IAV ont été sacrifiées à différents temps après infection et le nombre absolu de cDC de la MO a été 
quantifié par cytométrie de flux (moyenne ± SEM, n = 5). *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001. 
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L'infection par IAV ne semble pas (1) altérer la sortie des progéniteurs de la MO et (2) 

induire l'apoptose des progéniteurs de DC   

Suite à ces résultats, nous avons émis l'hypothèse qu’au cours de l'infection grippale, le nombre 

modifié de progéniteurs de DC dans la MO pouvait être dû à un recrutement important en 

périphérie et/ou à une apoptose locale. Quel que soit le temps d’infection (2 et 4 jours après 

l’infection), les CDP et les pre-cDC restent négatifs pour l'iodure de propidium et l'annexine V 

(Figure 16A), suggérant que l’IAV n’induit pas une apoptose locale des progéniteurs. Il est connu 

que les pre-cDC quittent la MO pour migrer de façon continue, via la circulation sanguine, vers 

les tissus périphériques comme la rate où ils constituent un réservoir pour le 

développement/renouvellement des cDC (Shortman et al., 2007 101). Ainsi, nous avons quantifié 

le nombre de pre-cDC dans le sang, la rate et les poumons d’animaux infectés ou non infectés par 

IAV (Figure 16B et figure supplémentaire 2). Comme le montre la figure 16C, le nombre de 

pre-cDC dans le sang n'est pas diminué après l'infection. De plus, l'analyse des pre-cDC dans les 

tissus périphériques a plutôt révélé une diminution significative des pre-cDC dans la rate 4 après 

l’infection et dans les poumons 7 jours après l’infection. A noter que les CDP sont indétectables 

dans le sang et dans la rate de souris infectées (résultats non représentés). Ces résultats suggèrent 

que le faible nombre de progéniteurs de cDC observé dans la MO lors d'une infection par IAV 

n'est pas associé à une sortie excessive de ces cellules vers les tissus périphériques. 
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Figure 16: L'infection par IAV n’induit pas une sortie excessive ni l'apoptose de progéniteurs de 
DC  dans la MO. 

 (A) Dot plots représentatifs des CDP et pre-cDC de la MO de souris infectées (4 dpi) marqués à l’annexine 
V et l'iodure de propidium (panel de gauche). Des cellules de MO laissées plusieurs heures à 37 ° C dans 
du PBS sont marquées positivement à l’annexine V et l'iodure de propidium : Elles sont considérées comme 
un contrôle positive de marquage (panel de droite). Les souris ont été infectées (ou non) par voie i.n. avec 
30 pfu de virus H3N2 et les pre-cDC ont été quantifiés dans les tissus périphériques. (B) Stratégie de gating 
pour analyser les pre-cDC dans le sang. (C) La fréquence de pre-cDC du sang (à gauche) et le nombre 
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absolu de pre-cDC dans la rate et le poumon (milieu et à droite) ont été évalués par cytométrie de flux 4 
et 7 dpi. Les moyennes ± SEM de 6-12 souris sont représentées. *,p < 0.05; **, p < 0.01. 

 

 

L'infection par IAV n'entraîne pas de problèmes intrinsèques au sein des progéniteurs de 

DC, mais affecte la synthèse des facteurs de différenciation  

 

Pour déterminer si l'infection grippale affecte intrinsèquement la capacité de différenciation des 

progéniteurs de DC, les cellules totales de la MO de souris infectées ou non par IAV (4dpi et 7dpi) 

ont été cultivées in vitro en présence de Flt3-L, un facteur clé indispensable à la différenciation 

des DC. Les résultats montrent que le nombre total de DC générées à partir de MO de souris 

infectées est toujours plus élevé que celui obtenu à partir de MO de souris contrôles (Figure 17A). 

L'analyse phénotypique par cytométrie de flux a révélé qu'environ 10% de ces cellules étaient des 

DC plasmacytoïdes (pDC) et 80% de ces cellules étaient des cDC (Figure supplémentaire 3A). 

À noter que nous n'avons pas détecté de monocytes dans les 10% de cellules restantes (Figure 

supplémentaire 3A). La fréquence des sous-populations de cDC1 (CD172α+ CD24high) et cDC2 

(CD172α- CD24low) (stratégie de gating dans la figure supplémentaire 3A) est similaire entre les 

souris infectées et non infectées (Figure 17B, panel de gauche). Enfin, la restimulation par le LPS 

des cellules totales générées in vitro à partir de MO de souris IAV, montre une capacité plus 

importante à produire des cytokines inflammatoires (IL-6 et d'IL-12p40), comparativement aux 

souris non infectées (Figure 17B, panel de droite), la production d'IL-10 étant équivalente dans 

les deux groupes (Figure supplémentaire 3B). Ainsi, les précurseurs/progéniteurs de la MO à 

l’origine de la génération des cDC ne semblent pas être altérés intrinsèquement par le virus IAV. 

Suite à ces résultats, nous avons émis l’hypothèse que la grippe pouvait interférer avec la 

production de facteurs de différenciation cruciaux pour la différenciation des progéniteurs en cDC 

matures. Comme le montre la figure 17C, la concentration de Flt3-L dans la MO (panel 

supérieur) et dans le sang (panel inférieur) est significativement réduite 7 jours après infection. 

Étant donné que la voie Flt3-L / Flt3 est également essentielle dans la différenciation des pre-cDC 

en cDC matures dans les tissus périphériques, y compris le compartiment pulmonaire (Claudia 

Waskow et al., 2008b), la production de Flt3-L a été quantifiée dans les poumons. De façon 
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remarquable, une expression diminuée du transcrit de flt3l et de la protéine Flt3-L a été détectée 

dans le poumon d'animaux infectés (7dpi) (Figure 17D). 

En plus du Flt3-L, le granulocyte/macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF),  joue 

également un rôle important dans l’homéostasie des cDC (Greter et al., 2012). Comme montré 

dans la figure 17E, l'expression des transcrits de Csf2 et la production de GM-CSF dans les 

poumons sont également significativement diminuées chez les animaux infectés par rapport aux 

souris contrôles. Par conséquent, l'infection par IAV entraîne une diminution de la production de 

facteurs clés pour la différenciation des cDC : Le Flt3-L et le GM-CSF. 

 

 

Figure 17: L’infection par le virus grippal n’induit pas une altération intrinsèque de DC mais 
affecte la production de Flt3-L et GM-CSF. 
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(A-B) Les souris ont été infectées (ou non) par voie i.n. avec 30 pfu de virus H3N2 et sacrifiées 4 et 7 jours 
après infection. Les cellules de la MO ont ensuite été cultivées pendant 9 jours avec le Flt3L recombinant 
(100 ng / ml). (A) Les cellules générées ont été comptées (B, panel de gauche) et la fréquence des sous-
populations de cDC a été évaluée par cytométrie de flux. (B, panel de droite) Les DC générées ont été 
stimulées avec du LPS (100 ng/ml) pendant 24 heures et la production de cytokines a été quantifiée dans le 
surnageant. Les moyennes ± SEM de 4 souris sont représentées. (C) La production de Flt3L a été quantifiée 
dans des extraits protéiques de poumons de souris infectées ou non (panel supérieur) et dans le sérum 
(panel inférieur) ainsi que dans la MO et les moyennes ± SEM de réplicats biologiques issus de 2 
expériences sont représentées (n = 17). (D) Le nombre de copies d'ARNm de Flt3l (panel supérieur) et la 
production de Flt3-L (panel inférieur) dans les poumons ont été évalués par RT-PCR quantitative et 
ELISA, respectivement. (E) Le nombre de copies d'ARNm de Gm-csf a été déterminé par RT-PCR 
quantitative (panel supérieur) et la production de GM-CSF dans le sérum a été quantifiée par ELISA 
(panel inférieur). 
 

 

L’infection par IAV conduit à une monopoïèse accrue dans la MO 

Une étude récente montre qu’une infection bactérienne systémique induit une accélération de la 

monopoïèse au détriment de la génération des cDC (Pasquevich et al., 2015). Nous avons donc 

étudié les conséquences de l'infection respiratoire par IAV sur la monopoïèse. L'analyse des 

progéniteurs de monocytes, les cMoP (dérivés directement de MDP) ne montre pas de changement 

significatif dans leur nombre au niveau de la MO, quel que soit le temps d’infection (Figure 18A). 

Par contre, le nombre de monocytes Ly6Chigh dans la MO (appelés monocytes inflammatoires) est 

significativement réduit 4 jours après infection mais pas 7 jours après (Figure 18B, panel de 

gauche). Ceci est associé à un nombre accru de monocytes Ly6Chigh dans le sang 7 jours après 

infection suggérant une sortie des monocytes de la MO (Figure 18B, panel de droite). Nous avons 

également analysé l’expression de la molécule Ly6A/E (Sca-1), un marqueur normalement trouvé 

sur les CSH, mais qui peut être exprimé par d'autres types de cellules de la MO après infection. 

Nous montrons une expression significativement augmentée de ce marqueur sur les monocytes 

Ly6Chigh dans la MO et dans le sang de souris infectées (Figure 18C). Nous avons ensuite trié les 

monocytes Ly6Chigh pour analyser leur phénotype et leur fonction. L'analyse des profils 

d'expression génique a montré une régulation positive de la transcription de l'ARNm des gènes 

pro- inflammatoires (inos, il6) et anti-inflammatoires (socs3, cd200) et une diminution drastique 

des transcrits d'ARNm de Cx3cr1, 7 jours après l’infection (Figure 18D). Ces résultats suggèrent 

la présence de monocytes Ly6Chigh ayant un phénotype régulateur comme récemment rapporté par 

Askenase et ses collègues (Askenase et al., 2015). Ces changements ont été associés à une 
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production accrue d'IL-6 et d'IL-10 par les monocytes Ly6Chigh de la MO infectée par l'IAV en 

réponse à une restimulation avec le LPS (Figure 18E). Enfin, l'infection par IAV conduit 

également à une diminution significative du nombre de monocytes Ly6Clow (patrolling monocytes) 

dans la MO, 4 et 7 jours après l’infection, et dans le sang après 7 jours d’infection (Figure 18F). 

Pris dans leur ensemble, nos résultats suggèrent que le virus de la grippe accélère la monopoïèse, 

avec génération de monocytes inflammatoires et anti-inflammatoires, au détriment des cDC. 
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Figure 18: L’infection par le virus grippal induit une accélération de la monopoïèse dans la MO. 

(A-C) Les souris infectées et non infectées ont été sacrifiées 7 jours après l’infection. (A) Le nombre absolu 
de cMoPs dans la MO a été quantifié par cytométrie de flux. Les moyennes ± SEM de réplicats biologiques 
issus de 2 expériences sont représentées (n = 6). (B) Le nombre absolu de monocytes de la MO CD115+ 
Ly6Chigh  (panel de gauche) et la fréquence des monocytes sanguins CD115+ Ly6Chigh (parmi les cellules 
CD45+) ont été évalués par cytométrie de flux. Les données sont issues de 3 expériences (n = 9). (C) La 
médiane de l'intensité de fluorescence (MFI) de Ly6A / E sur les monocytes Ly6C+ issus de la MO et du 
sang, a été analysée. Les données sont issues de 2 expériences (n = 6-7). (D-E) Les monocytes Ly6Chigh ont 
été triés par FACS à partir de la MO de souris infectées (ou non) après 7 jours d’infection. (D) Les taux de 
transcrits d’ARNm des gènes pro- et anti-inflammatoires ont été déterminés par RT-PCR quantitative et 
normalisés par rapport au gène de ménage (Gapdh). Les données représentent les moyennes ± SEM de 
réplicats biologiques (n = 2). (E) Les monocytes triés ont été cultivés pendant 24 heures avec du LPS (100 
ng/ml) et la production de cytokines a été quantifiée par ELISA. Les moyennes de duplicata biologiques 
sont montrées. (F) Le nombre absolu de monocytes de la MO CD115 + Ly6Clow/- (panel de gauche) et la 
fréquence des monocytes sanguins CD115 + Ly6Clow/- ont été évalués par cytométrie de flux. Les moyennes 
± SEM de réplicats biologiques issus de 3 expériences sont représentées (n = 9). *, p <0,05; **, p <0,01; 
***, p <0,001. 

 

 

 

La diminution du nombre de progéniteurs de DC ne dépend pas des cytokines pro-

inflammatoires 

Nous avons ensuite tenté de clarifier les mécanismes moléculaires responsables de la réduction du 

nombre de progéniteurs de DC dans la MO pendant l'infection. Il a été récemment rapporté que la 

signalisation de l'IFN-γ est impliquée dans l’altération du développement des DC après une 

infection systémique à Y. enterocolitica (Pasquevich et al., 2015). Pour étudier le rôle potentiel de 

l'IFN-γ dans notre contexte, les souris Ifng -/- ont été infectées par l'IAV. De façon similaire aux 

souris WT, les souris déficientes en IFN-γ présentent un nombre significativement diminué de 

CDP et de pre-cDC après 7 jours d’infection (Figure 19A). Il convient de noter que la déficience 

en IFN-γ ne rétablit pas la concentration de Flt3-L dans les sérums (Figure 19B). De plus, le 

traitement de souris infectées avec un mAc neutralisant l’IFNγ (Figure 19C, panels inférieurs) 

ne restaure pas, même partiellement, le nombre de CDP ou de pre-cDC chez les souris infectées, 

par rapport au traitement avec un isotype contrôle. Ceci suggère que l'effet observé ne dépend pas 

de la présence d'IFN-γ.  

Nous avons ensuite évalué le rôle d'autres cytokines pro-inflammatoires, TNF-α, IL-6 et IFN-I, 

également connues pour déclencher la myélopoïèse d’urgence , (Buechler et al., 2013) (Hermesh 
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et al., 2010) (Maltby et al., 2014) (Takizawa et al., 2012) (Corentin Lasseaux et al., 2017). La 

déplétion de la voie de signalisation de l'IFN-I n'affecte pas le nombre de CDP et de pre-cDC dans 

la MO (Figure 19D). En parallèle, la diminution du taux sérique de Flt3-L observée chez les souris 

WT infectées par l'IAV est également observée chez les animaux Ifnar -/- infectés (Figure 19E). 

Finalement, la neutralisation du TNF-α et de l'IL-6 n'a pas rétabli le nombre de CDP et de pre-cDC 

lors de l'infection par IAV (Figure 19F). Par conséquent, la diminution du nombre de progéniteurs 

de DC dans la MO de souris infectées est indépendante de l'IFN-γ, du TNF-α, de l'IL-6 ou des 

IFN-I. Nos données suggèrent également que la production de Flt3-L n'est pas régulée par la 

signalisation de l’IFN (type I et II). 
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Figure 19: La neutralisation des cytokines pro-inflammatoires ne rétablit pas le nombre de 
progéniteurs de DC dans la MO. 

(A) Les souris WT et Ifng-/- de même âge et même sexe ont été infectées ou pas par voie i.n avec une dose 
sublétale de virus grippal. (B) La production de Flt3-L a été quantifiée dans le sérum de souris Ifng-/- 
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infectées ou non par IAV (7 dpi) (n = 4). (C) Les souris WT ont été infectées et traitées au jour 0, 2, 4 
et 6 avec un anticorps anti-IFNγ ou un isotype (300 µg/souris). (D) Les souris WT et Ifnar-/- de même âge 
et même sexe ont été infectées ou pas avec IAV. (E) La production de Flt3-L a été quantifiée dans le 
sérum de souris Ifnar-/- infectées ou non par IAV (7 dpi) (n = 9). (F) Les souris WT ont été infectées 
et traitées aux jours 0, 2, 4 et 6 avec un anti-IL-6, anti-TNFα ou un isotype contrôle (300µg / souris). (A, 
C, D, F). Le nombre absolu de CDP et de pre-cDC de la MO a été évalué par cytométrie de flux 7 jours 
après infection. (A, C) Les moyennes ± SEM de réplicats biologiques issus de deux ou trois expériences 
sont montrées (n = 9-12). (D) Les données sont issues de trois expériences (n = 10-15). (F) Les moyennes 
± SEM de réplicats biologiques sont montrées (n = 5). *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001. 

 
 

 

La surexpression de Flt3-L au cours d'une infection par IAV stimule la différenciation des 

cDC dans le BM, restaure le pool de cDC dans les poumons et diminue le recrutement de 

monocytes inflammatoires 

Plusieurs études ont montré que l'immunosuppression consécutive à des brûlures ou une 

septicémie pouvait être corrigée après restauration du compartiment de DC, soit par transfert de 

DC  ou par traitement avec de Flt3-L (Claudia F. Benjamim et al., 2005) (Toliver-Kinsky et al., 

2005). Nous avons d'abord évalué si la population de cDC pouvait être restaurée au cours d'une 

infection grippale. A cette fin, un plasmide codant pour le Flt3-L a été injecté par voie i.v. chez 

des animaux, un jour avant l'infection par IAV, afin d’augmenter la production systémique de Flt3-

L. Comme le montre la figure 20A, la concentration sérique de Flt3-L est plus élevée chez les 

souris infectées ou non, traitées avec le plasmide Flt3-L, comparativement aux animaux contrôles. 

Une analyse des progéniteurs de DC dans la MO a révélé un nombre accru de CDP et de pre-cDC 

totales chez les animaux traités au Flt3-L (Figure 20B). De façon intéressante, le nombre de CDP 

et pre-cDC est similaire chez les animaux traités avec le plasmide, infectés ou non par IAV. A 

noter que la surexpression de Flt3-L est associée à une diminution de l'expression de CD135 sur 

les CDP et les pre-cDC de souris traitées avec le plasmide (Figure supplémentaire 4 et non 

représentée). L’analyse des sous populations de pre-cDC a montré des nombres élevés de toutes 

les sous-populations en réponse au Flt3-L, indépendamment de l'infection, bien que l'augmentation 

soit plus importante pour les pre-cDC biaisées vers un profil de cDC1 (Figure 20C). La 

surexpression de Flt3-L durant l’infection grippale est également associée à une augmentation de 

la fréquence totale des cDC (cDC1 et cDC2) dans les poumons d’animaux infectés et non infectés 

par IAV (Figure 20D). Il est important de noter que, contrairement à la MO, la surexpression de 
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Flt3-L induit une expansion plus importante des cDC chez les animaux non infectés 

comparativement aux animaux infectés. A noter que l'administration du plasmide codant pour le 

Flt3-L n’influence pas le nombre de moDC et de neutrophiles dans le compartiment pulmonaire 

(Figure 20E et figure supplémentaire 4). En revanche, de façon intéressante, la surexpression de 

Flt3-L réduit de manière significative le nombre de Mo Ly6Chigh CCR2+ chez les souris infectées 

(figure 20E). Nous avons ensuite regardé si la restauration du pool de cDC dans les poumons 

affectait la réplication virale. La surexpression de Flt3-L a un effet modéré (non significatif) sur la 

charge virale (légèrement augmentée) et n'affecte pas l'expression des gènes induits pas les IFN 

(Isg15, Oas3), dont l'expression est généralement liée à la charge virale (Figure 20F et non 

représenté). Une étude récente d'Ellis et de ses collègues a montré que le recrutement précoce de 

Mo Ly6Chigh CCR2+ au cours d'une infection par IAV est critique dans les dommages causés au 

niveau de la barrière épithéliale et l'invasion bactérienne secondaire (G. T. Ellis et al., 2015). En 

accord avec le nombre réduit de Mo Ly6Chigh CCR2+ (Figure 20E), le plasmide Flt3-L augmente 

l'expression génique de Tjp1 (protéine de jonction serrée 1) et de l’Ocln (occludine), 2 protéines 

associées à la fonction de barrière pulmonaire. En parallèle, la surexpression de Flt3-L augmente 

l'expression de l'Areg (amphiréguline), une protéine essentielle à la restauration de l'intégrité 

épithéliale et à la réparation tissulaire. Pris dans leur ensemble, les résultats montrent que la 

surexpression de Flt3-L au cours d'une infection par IAV (i) restaure la DCpoïèse, (ii) restaure le 

nombre de cDC pulmonaires et (iii) diminue l'infiltration des Mo Ly6Chigh qui pourrait expliquer 

l’effet sur l’expression des gènes associés à la fonction de barrière ou réparation pulmonaire.  
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Figure 20: La surexpression du Flt3-L au cours d'une infection par IAV restaure la DCpoïèse et est 
associée à une expression accrue des gènes impliqués dans l'intégrité de la barrière pulmonaire. 

Les souris ont été injectées par voie i.v. avec 2 µg d'un plasmide contrôle ou plasmide-Flt3-L. Les souris 
ont ensuite été infectées ou pas avec IAV 24h plus tard. Les souris ont été sacrifiées 4 dpi. (A) La production 
de Flt3-L a été quantifiée dans les sérums, (B) les nombres de CDP, de pre-cDC totaux et des sous-
populations de pre-cDC (C) ont été évalués dans la MO par cytométrie en flux. (D) Les nombres de cDC 
(cDC1, cDC2) et (E) d'autres cellules myéloïdes ont été déterminés dans les poumons. (F) La charge virale 
(en log de 10 copies d'ARN M1 viral / µg ARN) (panel de gauche) et l'expression d'ARNm des gènes 
Isg15 et Oas3 ont été quantifiées dans les poumons (RT-PCR). (G) Le nombre de copies d'ARNm associé 
à l'intégrité de la barrière (Ocln, Tjp1) et à la réparation tissulaire (Areg) a été déterminé dans les poumons 
(RT-PCR). Toutes les données de RT-PCR sont normalisées par rapport au gène de ménage (Gapdh) et 
exprimées en "fold increase" par rapport à la moyenne de l’expression génique de plasmide-
control/animaux non infectés. Les données représentent la moyenne ± SEM de réplicats biologiques (A-E) 
n = 6-12 et (F-G) n = 5. *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001, ns: non significatif. 

 

 

La surexpression de Flt3-L au cours d'une infection par IAV protège partiellement contre 

l’infection secondaire à Streptococcus pneumoniae. 

Nous avons finalement étudié les conséquences de la surexpression de Flt3-L au cours de 

l’infection grippale sur une infection bactérienne secondaire. Pour cela, des souris traitées et 

infectées avec IAV ont été secondairement inoculées avec Streptococcus pneumoniae, un agent 

pathogène opportuniste majeur impliqué dans la surinfection bactérienne. Dans ce système, 

l’infection avec une faible dose de S. pneumoniae (103 unités formant colonies, CFU) est suffisante 

pour la croissance bactérienne locale et la translocation systémique conduisant à une bactériémie 

contribuant à la mort (J. A. McCullers, 2014) (A. Rynda-Apple et al., 2015). Bien que cela ne soit 

pas significatif, les souris traitées avec Flt3-L présentent une charge bactérienne plus faible dans 

les poumons que les souris traitées avec le plasmide témoin (Figure 21A, panel de gauche). Par 

contre, de façon intéressante, la surexpression de Flt3-L conduit à une réduction significative de 

la dissémination bactérienne, comme en témoigne le nombre moins élevé de bactéries viables dans 

la rate (Figure 21A, panel de droite). L'expression des cytokines liées à la réponse Th17 est 

importante pour contrôler la croissance des bactéries respiratoires dans le contexte d'une infection 

grippale antérieure (J. Cao et al., 2014) (Wenjing Li et al., 2012). Aucune différence significative 

dans l'expression des gènes codant pour les cytokines induisant les réponses Th17 (Il23p19, Il1b) 

et les cytokines associées à la réponse Th17 (Il17a, Il17f, Il22) n'a été observée chez des souris co-

infectées, traitées ou non par Flt3-L (Figure 21B et non montré).  Afin d’évaluer l’effet du Flt3-
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L sur les lésions pulmonaires, nous avons analysé des coupes histologiques de poumons. Toutes 

les souris co-infectées présentent des signes d’inflammation pulmonaire mis en évidence par une 

inflammation interstitielle et des lésions alvéolaires (Figure 21C). Comparativement au groupe 

témoin, les souris traitées par Flt3-L présentent des lésions alvéolaires moins marquées, une 

inflammation alvéolaire moins diffuse (principalement composée de neutrophiles et de 

lymphocytes) et un épaississement interstitiel moindre (noté sur la figure 21C, panel de droite). 

Peu de lésions bronchiques ont été observées à ce moment et aucune différence majeure n'a été 

notée entre les deux groupes. Nous avons ensuite déterminé si l'effet positif de Flt3-L sur la charge 

bactérienne et la pathologie pulmonaire pouvait avoir des conséquences sur la morbidité et la 

mortalité. Les souris co-infectées perdent du poids mais cette perte est moins importante chez les 

souris traitées avec le plasmide Flt3-L (Figure 21D, panel de gauche). De façon intéressante, la 

surexpression du Flt3-L chez les souris co-infectées retarde la mortalité comparativement aux 

animaux contrôles (Figure 21D, panel de droite). Pris dans leur ensemble, ces résultats suggèrent 

que le traitement avec le plasmide codant pour le Flt3-L au cours de l'infection grippale protège 

partiellement contre une infection bactérienne secondaire, comme en témoigne la diminution du 

nombre de bactéries dans la rate (dissémination systémique réduite), la pneumonie réduite et la 

survie prolongée. 
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Figure 21: Le traitement par Flt3-L au cours de la grippe protège partiellement contre une infection 
à pneumocoque secondaire. 

Les souris ont été injectées par voie i.v. avec 2 µg d'un plasmide contrôle ou le plasmide-Flt3-L. Les souris 
ont été infectées par IAV 24 heures plus tard. Quatre jours après infection, les souris ont été infectées par 
S. pneumoniae (103 CFU). (A) Les souris ont été sacrifiées 30 heures après l'infection à S. pneumoniae et 
le nombre de CFU a été déterminé dans les poumons et la rate. Les lignes pleines correspondent aux valeurs 
médianes. Les données sont issues de deux expériences indépendantes (n = 16). (B-C) Les souris ont été 
sacrifiées 12 heures après la surinfection avec S. pneumoniae. (B) Le nombre de copies d'ARNm de gènes 
codant pour des cytokines associées à la réponse Th17 a été quantifié par RT-PCR. Toutes les données de 
RT-PCR sont normalisées par rapport au  gène de ménage (Gapdh) et exprimées en "fold increase" par 
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rapport à la moyenne de l’expression génique de plasmide-controle/animaux co-infectés (n = 5). (C) 
Analyse histologique des coupes pulmonaires. Panel de gauche: Des coupes représentatives de poumons 
colorées à l'hématoxyline et à l'éosine sont présentées. L'inflammation alvéolaire diffuse est marquée par 
un épaississement interstitiel chez les animaux traités avec le plasmide contrôle qui reste modérée chez les 
animaux traités par Flt3-L. Les images pulmonaires ont été prises au grossissement x4 (panel supérieur) 
et x40 (panel inférieur). Le panel inférieur représente un agrandissement de la région pulmonaire 
encadrée en noir dans le panel supérieure. Panel de droite: L’alvéolite a été évalué et les données 
représentent les moyennes ± SEM (n = 4 souris / groupe). (D) L'évolution du poids corporel (en % du poids 
corporel initial) et le taux de survie des souris co-infectées traitées ou non avec Flt3-L ont été contrôlés 
quotidiennement (n = 10). **, p <0,01; ***, p <0,001, ns: non significatif. 
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L’infection par le virus grippal de type A représente l'une des causes les plus importantes de 

maladies des voies respiratoires dans le monde. Elle conduit à des épidémies récurrentes avec des 

taux élevés de morbidité et de mortalité (Lang et al., 2012). La mortalité est principalement due 

aux surinfections bactériennes post-grippales dont S. pneumoniae est la plus répandue. Le virus 

facilite l’invasion bactérienne par plusieurs mécanismes, y compris l’altération mécanique de 

l’épithélium respiratoire et le dysfonctionnement de la réponse immunitaire innée anti-bactérienne 

(Joseph et al., 2013). L'immunosuppression induite par le virus grippal se traduit par une altération 

fonctionnelle ou une réduction dans le nombre des cellules immunitaires conduisant à une 

altération de la réponse anti-bactérienne de l'hôte (Y. Wu et al., 2011). Plusieurs études ont montré 

une perturbation du nombre de cellules myéloïdes infiltrées dans les poumons lors de l’infection 

grippale (A. Ballesteros-Tato et al., 2010) (Barthelemy, Ivanov, Fontaine, et al., 2016) (Ghoneim 

et al., 2013) (Dela Cruz et al., 2017). Concernant les cDC (cDC1 et cDC2), les données de la 

littérature rapportant leur recrutement et/ou déplétion, restent à ce jour controversées (A. 

Ballesteros-Tato et al., 2010) (J. L. G. Cruz et al., 2017) (C. H. GeurtsvanKessel et al., 2008) 

(Stoyan Ivanov et al., 2012) (Barthelemy et al., 2017). Les DC jouent un rôle crucial durant 

l’infection grippale via leur capacité unique à activer les cellules T naïfs spécifiques du virus 

(Banchereau et al., 1998) (Hart, 1997) (A. Ballesteros-Tato et al., 2010) (K. L. Lin et al., 2008) 

(Dela Cruz et al., 2017) (Dolfi et al., 2011).   

En parallèle, il existe un fort recrutement des Mo Ly6Chigh et des moDC dans les poumons de 

souris infectées (Gill et al., 2008; Iijima et al., 2011) (Dela Cruz et al., 2017) (Gregory T. Ellis et 

al., 2015) (Barthelemy, Ivanov, Fontaine, et al., 2016). Cependant, les Mo Ly6Chigh exercent une 

fonction pro-inflammatoire délétère dans les poumons conduisant à des lésions pulmonaires graves, 

ce qui facilite l’invasion bactérienne (K. L. Lin et al., 2011) (S.-J. Lin et al., 2014) (Susanne Herold 

et al., 2008) (Gregory T. Ellis et al., 2015). 

Les monocytes/macrophages et les DC sont dérivés de la lignée myéloïde et sont considérés 

comme des acteurs clé du système immunitaire inné dans la réponse anti-microbienne (Clarke, 

2014; Taylor et al., 2003). Ces cellules assurent une immunité naturelle contre les 

microorganismes via leur capacité de phagocytose, la présentation d’antigènes et le recrutement 

d'autres cellules inflammatoires (Rivera et al., 2016). En ce qui concerne leur génération dans la 

MO, les études sur les MDP en tant que progéniteurs de DC et de monocytes sont controversées. 
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La différenciation des DC et des monocytes dans la MO est un processus étroitement régulé par 

des facteurs de croissance, des cytokines et des facteurs de transcription (Miriam Merad et al., 

2013b) (Theresa L. Murphy et al., 2016) (Schmid et al., 2010). 

Contrairement aux cellules immunitaires adaptatives, telles que les LT et les LB, qui peuvent se 

proliférer fortement en réponse à leurs antigènes spécifiques, les cellules immunitaires innées 

doivent être reconstituées à partir des CSH et des progéniteurs dans la MO à cause de leur faible 

activité proliférative (Furusawa et al., 2016). Pour répondre à la demande accrue en cellules 

myéloïdes au cours de l’infection, la MO sera fortement sollicitée pour accélérer la production des 

cellules myéloïdes, un phénomène appelé « myélopoïèse d’urgence »  (R. S. Welner et al., 2014).  

A l’heure actuelle, les conséquences de l’infection grippale sur la myélopoïèse restent très peu 

connues. Récemment, des rapports ont suggéré que l’infection par IAV déclenche la production 

des cellules myéloïdes de la MO, ce qui pourrait influencer favorablement l'immunité pulmonaire 

contre le virus (Long et al., 2013) (Hermesh et al., 2010) (Maltby et al., 2014) (Tang et al., 2013).  

 Dans la présente étude, nous avons pu montrer une chute transitoire dans le nombre de cDC (cDC1 

et cDC2) suite à une infection grippale par la souche H3N2, associée à une augmentation du 

nombre de moDC dans les poumons (non montrée dans notre étude). La chute de cDC peut être 

considérée un mécanisme supplémentaire de l’immunosuppression induite par le virus de la grippe 

et qui pourrait faciliter la surinfection. Ainsi, nous avons émis l’hypothèse que l’infection par le 

virus de l’Influenza pouvait affecter la myélopoïèse au niveau de la MO. Nos résultats montrent 

une chute du nombre de progéniteurs/précurseurs impliqués dans la génération des cDC au cours 

de l’infection grippale (avec un pic au jour 7 de l’infection), et une accélération du processus de 

monopoïèse. La chute dans le nombre de cDC est associée à une diminution de la production de 

Flt3-L, dans la MO, le sang et les poumons des souris infectées. La supplémentation de Flt3-L 

augmente la différenciation des cDC au cours de l'infection grippale et protège partiellement les 

souris contre la surinfection par S. pneumoniae. 

1 Les conséquences de l’infection grippale sur l’homéostasie des DC 

pulmonaires 
La régulation de l'homéostasie des DC pendant l'infection prend une place importante aujourd’hui 

dans la recherche étant donné la capacité unique de ces cellules à initier les réponses immunitaires 
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innées et acquises. La déplétion dans le nombre des DC spléniques dans un modèle murin est un 

événement précoce au cours d'une infection polymicrobienne systémique (Newton et al., 2004) 

(Tinsley et al., 2003) (Richard S. Hotchkiss et al., 2013). Cette altération est associée à un 

dysfonctionnement des DC ce qui induit une immunosuppression post-septicémie et prédispose 

l’hôte à la surinfection bactérienne secondaire (Pastille et al., 2011) (Roquilly et al., 2017). Dans 

notre étude, nous avons étudié l'impact d’une infection virale locale par l’Influenza de type A sur 

l'homéostasie des DC pulmonaires. Lors de la grippe, plusieurs rapports ont montré une altération 

dans le nombre des cellules sentinelles dans les poumons (les macrophages alvéolaires et les cDC) 

(T. S. Kim et al., 2009b) (Corine H. GeurtsvanKessel et al., 2008) (Ghoneim et al., 2013) (J. L. 

G. Cruz et al., 2017). En ce qui concerne les macrophages alvéolaires, les études restent 

controversées si ces cellules sont déplétées ou non au cours de l’infection.  Les données sur les 

cDC, qui incluent les deux sous-populations cDC1 et cDC2, restent moins claires. Notre 

laboratoire a déjà décrit une diminution du nombre total de cDC dans le poumon suite à une 

infection grippale (Barthelemy et al., 2017). Des rapports antérieurs ont montré un recrutement de 

cDC2 vers les ganglions lymphatiques (A. Ballesteros-Tato et al., 2010) (Corine H. 

GeurtsvanKessel et al., 2008) (Dela Cruz et al., 2017). En ce qui concerne les cDC1, si elles sont 

déplétées ou non lors de la grippe reste cependant toujours mal connu. Dans la présente étude, 

nous avons pu montrer une chute transitoire des deux sous-populations de cDC pulmonaires ; les 

cDC1 (CD24+) et les cDC2 (CD172α+). La différence dans la pathogénicité de la souche virale 

utilisée dans notre étude (H3N2) avec les autres études H1N1 (PR8), pourrait conduire à des 

différents résultats. De plus, dans notre projet, nous avons utilisé le mAc anti-CD64 pour distinguer 

entre les cDC et les moDC. Nous avions déjà utilisé cet anticorps dans notre étude précédente où 

nous avions mis en évidence une diminution du nombre de cDC (Barthelemy et al., 2017). Ainsi, 

la différence dans la méthodologie utilisée pour marquer les cellules pour la cytométrie en flux 

(préparation des tissus, utilisation de l’anti-CD64, type de collagénase,…) pourrait expliquer le 

contraste dans les conclusions avec les études antérieures.  

Suite à ces résultats, nous avons étudié l’impact de l’infection grippale sur la voie de 

développement et de différenciation des cDC dans la MO. Nous avons pu montrer que la chute des 

cDC dans les poumons coïncide avec une chute transitoire (4dpi -10 dpi) du nombre de CDP et de 

pre-cDC, mais pas de MDP, dans la MO. Ceci a été déjà investigué dans un modèle d’infection 

bactérienne systémique par Y. enterocolotica où les auteurs ont montré que la chute de cDC de la 
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rate des souris infectées était associée à une diminution du nombre de pre-cDC, CDP et MDP dans 

la MO (Pasquevich et al., 2015). Dans cette même étude, une infection bactérienne à  Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus, ou encore Listeria monocytogenes conduisait également à une 

diminution des pre-cDC. De la même façon, la diminution du nombre de cDC spléniques chez des 

souris endotoxémiques est concomitante avec une diminution des pre-cDC dans la MO (Corentin 

Lasseaux et al., 2017). A côté des infections bactériennes, la réduction du nombre de DC 

spléniques observée au cours de l’infection virale par LCMV, est associée à une diminution dans 

le développement de leurs progéniteurs au niveau de la MO (Sevilla et al., 2004).  

Les pre-cDC de la MO représentent une population hétérogène. En effet, il existe dans la MO de 

souris, des pre-cDC déjà programmées pour générer plus tard en périphérie des cDC1 et des cDC2 

(Gary E. Grajales-Reyes et al., 2015) (A. Schlitzer et al., 2015). Dans notre étude, nous avons pu 

montrer que la population pre-cDC1 est la plus affectée. 

Nous pouvons donc conclure que l’infection grippale peut affecter le développement des 

progéniteurs de cDC dans la MO ce qui pourrait expliquer la chute du nombre des cDC dans les 

poumons. Il est important de noter que durant cette période (4dpi-10dpi) la chute dans le nombre 

de CDP, pre-cDC et la sous-population de pre-cDC1 dans la MO, et la chute des cDC pulmonaires 

coïncide avec le pic de la surinfection bactérienne. 

 

2 Comment expliquer la diminution du nombre de progéniteurs de cDC? 
Plusieurs questions ont été adressées pour trouver les mécanismes moléculaires expliquant cette 

chute des progéniteurs de cDC dans la MO suite à une infection grippale. Nous avons ainsi évalué 

les hypothèses possibles qui pouvaient justifier cette diminution.  

 

2.1 La diminution des progéniteurs de cDC n’est pas liée à une apoptose 

accrue ou à un recrutement augmenté vers la périphérie 
Une étude antérieure a montré que le virus de la grippe induisait une diminution de la prolifération 

des cellules pre-B au niveau de la MO. Cette observation n’était pas liée au recrutement de ces 

cellules vers la périphérie mais à un apoptose de celles-ci, dépendante du TNF-α et de la 

lymphotoxine-α produites dans la MO durant l’infection, ce qui induit une diminution de leur 
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différenciation en LB (Sedger et al., 2002). Dans notre protocole, le virus n’induit pas l'apoptose 

des progéniteurs de cDC dans la MO, bien que nous n’excluions pas la possibilité que l’élimination 

des progéniteurs morts par les phagocytes puisse interférer avec leur détection.  

L’infection grippale pourrait également conduire à une sortie accrue des progéniteurs de cDC hors 

de la MO, et leur migration vers le sang et les tissus périphériques. Schmid et ses collègues ont 

rapporté que le transfert adoptif de CDP, stimulés in vitro par TLR, conduit à leur migration vers 

des ganglions lymphatiques où ils donnent naissance aux cDC (Schmid et al., 2011). Dans la 

présente étude, nous n'avons pas détecté de CDP dans le sang, ni dans la rate de souris infectées 

par IAV (données non présentées). Les modèles expérimentaux sont très différents ce qui peut 

expliquer ces résultats. Le nombre réduit de pre-cDC observé dans le sang, la rate et les poumons 

après 4 et 7 jours d’infection élimine l’hypothèse qui suggère une sortie accrue des pre-cDC et une 

migration vers les tissus. Des investigations supplémentaires, notamment par des transferts 

adoptifs de pre-cDC et de CDP marqués, pour étudier l'entrée / la rétention de ces cellules dans les 

tissus périphériques lors d’une infection, seraient nécessaires pour tirer une conclusion définitive.   

Une diminution similaire du recrutement des pre-cDC dans les poumons associée à une diminution 

des cDC matures a été mis en évidence après une infection virale par RSV (Hongwei Wang et al., 

2006). En accord avec ces données nous pouvons suggérer que l’altération dans la voie de 

génération de cDC dans la MO lors de la grippe, diminue le recrutement des pre-cDC dans les 

poumons et conduit à une inhibition de l’expansion des cDC en réponse à l’infection. 

 

2.2 Les progéniteurs de cDC ne sont pas altérés intrinsèquement après une 

infection grippale 
L’altération dans la fonction des DC a été déjà décrite au cours des infections systémiques. Les 

DC septiques chez l’homme et chez la souris ont une capacité plus faible à produire des cytokines 

pro-inflammatoires (TNF-α et IL-12) et plus importante à produire des cytokines anti-

inflammatoires (IL-10 et de TGF-β), après une stimulation in vitro (Claudia F. Benjamim et al., 

2005) (Flohe et al., 2006) (Poehlmann et al., 2009) (Pène et al., 2008). Dans notre étude nous 

avons pu montrer que l'infection grippale n’induit pas de défaut fonctionnels intrinsèques des 

progéniteurs / précurseurs de cDC de la MO, qui auraient pu altérer leur capacité ultérieure à se 
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différencier en cDC. D’une part, les cellules totales de la MO de souris infectées par l'IAV, en 

présence de Flt3-L, se différencient en cDC (cDC1 et cDC2). De plus, le nombre de cellules 

générées à partir de MO de souris infectées est plus élevé que celui obtenu à partir de MO de souris 

contrôles, un processus probablement dû à l'augmentation de l'expression de Flt3 (CD135), le 

récepteur de Flt3-L, par les CDP et les pre-cDC après une infection. Et finalement, les cDC totales 

générées à partir de la MO des souris infectées, montrent un phénotype inflammatoire plus 

prononcé, caractérisé par une production plus importante d’IL-12p40 et d’IL-6 et une production 

similaire d’IL-10 par rapport aux souris contrôles, après une stimulation in vitro avec le LPS. 

Ainsi, nous pouvons suggérer que le virus de la grippe reprogramme les DC nouvellement générées 

en DC plus inflammatoires afin de répondre à l’infection. Il serait intéressant de voir si ce 

phénotype est altéré dans les 2 sous populations, cDC1 et cDC2 en évaluant la production de ces 

cytokines par un marquage intracellulaire. Ainsi, contrairement à une infection bactérienne 

systémique, l’infection locale pulmonaire par le virus grippal n'a pas d'impact négatif sur le nombre 

/ les fonctions des DC dérivées des progéniteurs de la MO (Pène et al., 2008) (Pastille et al., 2011).  

 

2.3 La diminution des progéniteurs de cDC peut s’expliquer par une 

accélération de la monopoïèse durant une infection par IAV 
La diminution du nombre de progéniteurs de cDC dans la MO de souris grippées pourrait 

également s’expliquer par une accélération de la monopoïèse liée à l’infection au détriment de la 

génération des cDC. Ceci a été récemment mis en évidence dans un modèle d'infection systémique 

par Y. enterocolitica (Pasquevich et al., 2015). Dans cette étude, les auteurs montrent que 

l’infection favorise la monopoïèse au détriment de la différenciation des cDC d'une manière 

dépendante de TLR-4 et de l’IFN-γ (Pasquevich et al., 2015). Au cours de la grippe, la diminution 

transitoire du nombre de Mo Ly6Chigh dans la MO et leur nombre élevé dans le sang, supportent 

l’idée que l’infection favorise la monopoïèse dans la MO. Afin de confirmer ces résultats, il serait 

intéressant d’évaluer la monopoïèse (i) in vivo en mesurant l’incorporation de BrdU ou (ii) in vitro 

par le test clonogénique des progéniteurs de granulocytes/monocytes (CFU-GM). Notre 

observation est en accord avec le recrutement de Mo Ly6Chigh rapporté dans les poumons de souris 

infectées par IAV (K. L. Lin et al., 2011) (S.-J. Lin et al., 2014) (Susanne Herold et al., 2008) 

(Stifter et al., 2016) (G. T. Ellis et al., 2015).  
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Lors des infections microbiennes, la monopoïèse est très souvent accélérée pour permettre la 

production de Mo Ly6Chigh capables d’aller combattre l’infection. Les fonctions monocytaires sont 

déterminées par des signaux locaux dans les tissus où ces monocytes sont recrutés (Askenase et 

al., 2015) (Arnold et al., 2007; Yang et al., 2014). Cependant, récemment, une étude a montré que 

les fonctions des monocytes pouvaient être reprogrammées directement dans la MO, avant même 

que ces cellules arrivent dans le tissu infecté. En effet, l’infection locale intestinale par Toxoplasma 

gondii altère la monopoïèse principalement en reprogrammant dans la MO, les progéniteurs de 

monocytes, les cMoP, pour générer des Mo Ly6Chigh avec une fonction anti-inflammatoire 

(Askenase et al., 2015). Dans notre projet, l’analyse de phénotype/ fonction des Mo Ly6Chigh 

suggère que ces cellules sont constituées d’une population mixte de monocytes 

régulateurs/inflammatoires dans la MO d'animaux infectés, 7 jours après infection. En effet, nous 

observons une augmentation de l’expression des gènes cd200, socs3, sca-1, et une diminution de 

cx3cr1 7 jours de l’infection, reflétant ainsi un phénotype plutôt anti-inflammatoire, d’après 

l’étude de Askenase et ses collègues. Par contre, à l’inverse de cette étude, nous observons 

également une augmentation de l’expression de gènes pro-inflammatoires (il6, inos) par les Mo 

Ly6Chigh de la MO de souris infectées. Notre étude fonctionnelle montre également que les Mo 

Ly6Chigh de souris infectées produisent de façon importante des cytokines inflammatoires et anti-

inflammatoires, IL-6 et IL-10, respectivement. Ces résultats semblent suggérer que l’infection 

pulmonaire par le virus grippal peut reprogrammer la fonction des Mo Ly6Chigh avant leur sortie 

de la MO. Des études supplémentaires seraient nécessaires pour établir si l'infection grippale peut 

altérer la fonction des cMoP. Nous avons réalisé une étude préliminaire du phénotype des Mo 

Ly6Chigh à des temps plus tardifs après infection. Bien que non présentés, nos résultats montrent 

que 14 jours après infection par le virus IAV, les Mo Ly6Chigh de souris infectées ont un phénotype 

proche de celui des souris contrôles suggérant que ce phénotype mixte pro et anti-inflammatoire 

est un phénotype transitoire. La mise en évidence des monocytes anti-inflammatoires dans la MO 

pourraient coïncider avec une étape de résolution de l’infection. En d’autres termes, après une 

étape de réponse inflammatoire nécessaire pour se débarrasser de l’agent pathogène, une réponse 

anti-inflammatoire est nécessaire pour permettre le contrôle de cette réponse et un retour à 

l’homéostasie. 
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Parallèlement aux Mo Ly6Chigh, nous avons montré pour la première fois une diminution drastique 

dans le nombre des Mo Ly6Clow/- dans la MO et dans le sang de souris infectées. A noter que cette 

deuxième population de monocytes joue un rôle important dans la phase de résolution de la grippe 

en patrouillant et réparant les cellules endothéliales endommagées par une infection (Chao Shi et 

al., 2011). Deux hypothèses ont été émises concernant cette diminution. La première suggère que 

ces cellules migrent vers le poumon ou vers les organes périphériques et ne sont pas renouvelées. 

Ceci est en accord avec le recrutement de Mo Ly6Clow/-  montré par Stiefter et ses collègues dans 

les poumons de souris infectées par l'IAV (Stifter et al., 2016). Dans les poumons, les Mo Ly6Clow/-  

semblent avoir une certaine plasticité, puisqu’elles peuvent se transformer en Mo Ly6Chigh, un 

processus contrôlé par les IFN-I (Stifter et al., 2016). Selon la littérature, certaines études montrent 

que les Mo Ly6Clow/- sont dérivées des Mo Ly6Chigh (Chen Varol et al., 2007), (Yrlid et al., 2006), 

(Sunderkotter et al., 2004). Ces résultats sont controversés mais dans notre modèle (contexte de la 

grippe), la deuxième hypothèse séduisante serait une augmentation de la monopoïèse vers la 

production des Mo Ly6Chigh au détriment des Mo Ly6Clow/-.  

Ces monocytes sont caractérisés par leur forte expression de la molécule CX3CR1. Cependant, il 

est à ce jour difficile d’étudier cette population de monocytes, notamment dans les tissus 

périphériques tels que les poumons car il n’existe pas d’anticorps murins anti-CX3CR1 efficace. 

Seule l’utilisation de souris CX3CR1 Knock in GFP pourrait nous permettre de mieux appréhender 

leur cinétique de disparition dans la MO et de recrutement dans les poumons. 

 

2.4 Les cytokines pro-inflammatoires ne sont pas impliquées dans la chute 

du nombre des progéniteurs de cDC 
Les perturbations de la myélopoïèse aux cours des infections microbiennes sont très souvent 

dépendantes de la production de cytokines de type pro-inflammatoires (MacNamara, Jones, et al., 

2011). En raison de la tempête cytokinique mise en place suite à l'infection par l'IAV (Q. Liu et 

al., 2016), nous avons émis l'hypothèse que les cytokines pro-inflammatoires pouvaient être 

responsables de l’altération du développement de cDC dans la MO. Les IFN-I, l’IFN-γ, l’IL-6 et 

le TNFα ont été décrits comme des facteurs capables de promouvoir et accélérer la monopoïèse 

dans certains contextes (Chiba et al., 2017) (Yanez et al., 2017). Leur rôle potentiel dans le 

contrôle du développement des cDC dans la MO est peu connu. L’IFN-I est impliqué dans 
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l’augmentation de la proportion de moDC dans la MO et dans la rate suite à l'injection de LPS sans 

aucun effet sur le développement des précurseurs de cDC (Corentin Lasseaux et al., 2017). Lors 

d’une infection systémique par Y. enterocolitica, l’IFN-γ contribue principalement à l’accélération 

de la production des monocytes au détriment les DC (Pasquevich et al., 2015). Dans notre projet, 

nous montrons que l’infection de souris déficientes pour les récepteurs d’IFN-I (Ifnar-/-) avec le 

virus IAV conduit à une diminution de CDP et de pre-cDC dans la MO, comparable à celles de 

souris contrôles. Des résultats similaires ont été obtenus en utilisant des souris Ifnγ-/- ou en utilisant 

des anticorps neutralisants l'IFN-γ. Contrairement aux données rapportées par l’équipe de 

Pasquevich, nos résultats suggèrent que la diminution du nombre de CDP et de pre-cDC durant la 

grippe ne dépend pas de l'IFN-γ. En plus de la différence dans le type de pathogène utilisé, cette 

différence dans les résultats pourrait s'expliquer par la présence d’Y. enterocolitica dans la MO. 

Dans notre modèle, le virus de la grippe n’a pas été détecté dans la MO. En effet, en utilisant une 

technique très fine de quantification du virus (protéine M1), nous n’avons pas réussi à détecter de 

copies d’ARNm de la protéine M1 du virus de la grippe dans les MO de souris infectées (résultats 

non montrés). Cependant, nous ne pouvons pas totalement exclure l’absence de virus: il est 

possible que les progéniteurs de cDC (ou autres précurseurs/progéniteurs), très faiblement 

représentés dans les MO, puissent être infectés. Pour vérifier cette hypothèse, une analyse 

quantitative des ARNm de la protéine M1 du virus de la grippe devrait être faite sur les CDP, pre-

cDC purifiées de souris infectées par le virus IAV.  Ces résultats suggèrent néanmoins que l’effet 

du virus sur la DCpoïèse est indirect. En accord avec nos données, Stifter et ses collègues ont déjà 

démontré que les voies de signalisation des interférons ne semblaient pas être impliquées dans la 

régulation de la myélopoïèse au cours de la grippe (Stifter et al., 2016). De plus, la neutralisation 

des cytokines pro-inflammatoires, tels que l'IL-6 et le TNFα, ne restaure pas la chute de 

progéniteurs de cDC. Les résultats de notre étude nous amènent à conclure que la diminution de 

nombre de CDP et de pre-cDC pendant la grippe est indépendante de ces cytokines. Il est 

cependant possible que ces cytokines puissent agir ensemble et seule la neutralisation de plusieurs 

cytokines à la fois pourrait nous permettre de répondre à cette question. Dans notre modèle, nous 

n’avons pas étudié l’effet de la déficience de ces cytokines sur la monopoïèse. Il serait intéressant 

de le faire. 

Les IFN de type III représentent une famille émergente de cytokines qui agit comme première 

ligne de défense contre l'infection grippale (Markus Mordstein et al., 2008) (Ioanna E. Galani et 
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al., 2017). Bien que l'impact des IFN-III sur la myélopoïèse soit actuellement inconnu, il pourrait 

être intéressant d'étudier son rôle potentiel (en combinaison ou non avec les autres types d’IFN) 

au cours de l'infection par l'IAV. Ainsi, l’utilisation par exemple des souris déficientes pour le 

récepteur de l’IFN-III (IL28Rα-/-) dans le contexte de la grippe pourrait nous permettre d’étudier 

leur contribution dans notre observation. 

 

2.5 Altération dans les facteurs de différenciation des DC 

2.5.1 L’altération de la DCpoïèse est associée à la diminution de la production 

de Flt3-L  
Une explication possible au phénotype que nous observons serait une altération de la production 

des facteurs cruciaux pour la génération et la différenciation des progéniteurs en DC. Parmi ces 

facteurs, le Flt3-L est une cytokine clé dans le développement des cDC. L’ARNm de Flt3-L est 

exprimé dans tout le corps et de façon ubiquitaire par les cellules hématopoïétiques et non 

hématopoïétiques (Lyman et al., 1998). Il régule la voie de génération de DC dans la MO et conduit 

également à la différenciation de pre-cDC en cDC matures dans les tissus périphériques (Claudia 

Waskow et al., 2008a) (Karsunky et al., 2003). Dans notre étude, nous rapportons pour la première 

fois une diminution de la production de Flt3-L dans la MO, le sang et les poumons des souris 

infectées. Ces résultats pourraient expliquer le nombre réduit de CDP et de pre-cDC dans la MO 

et ainsi suggérer une diminution de l’expansion des cDC dans les poumons. Nos données sont 

surprenantes car, selon la littérature, un défaut dans la génération des DC en conditions de stress 

est plutôt associé à une synthèse accrue de Flt3-L, pour compenser la chute de ces cellules et 

assurer une restauration des DC in vivo (Birnberg et al., 2008) (Kristin Hochweller et al., 2009) 

(Stella E. Autenrieth et al., 2012) (Céline Eidenschenk et al., 2010). En condition infectieuse, 

Guermonprez et ses collègues ont montré, chez la souris et l’homme, une augmentation de la 

production de Flt3-L ainsi une augmentation du nombre de DC, plus particulièrement des cDC1 

suite à une infection parasitaire par Plasmodium berghei (Pierre Guermonprez et al., 2013). Une 

augmentation similaire des taux sériques de Flt3-L par un mécanisme inconnu, a été observée à  

36h d’infection par le virus LCMV avec un pic 2 jours après et un retour à la normale 3 jours après 

infection (C. Eidenschenk et al., 2010). Cette augmentation était associée à une expansion des DC 

et une activation des NK. 
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Les pre-cDC sont les seuls progéniteurs qui quittent la MO pour terminer leur différenciation dans 

les tissus périphériques (Claudia Waskow et al., 2008b) (F. Ginhoux et al., 2009). Bien que présent 

de façon ubiquitaire dans tout le corps, le Flt3-L est  fortement produit dans les poumons par 

rapport au sang ou à d'autres organes tels que la rate et la MO (Miloud et al., 2012) (Lyman et al., 

1998). Il est possible dans notre étude que la production (et expression) réduite de Flt3-L dans les 

poumons interfère avec la différenciation des pre-cDC vers les cDC1 et cDC2. Ginhoux et ses 

collaborateurs ont précédemment rapporté que le Flt3-L était un facteur crucial pour la lignée 

cDC1 (F. Ginhoux et al., 2009). Nous montrons que la différenciation des pre-cDC vers la lignée 

cDC1 est sévèrement altérée dans la MO et dans les poumons des animaux infectés par l'IAV, une 

observation qui pourrait être étroitement liée à la chute de Flt3-L.  

 

2.5.2 La diminution de la production de GM-CSF pourrait interférer avec la 

différenciation des cDC2 dans les poumons  
 

Le GM-CSF est un facteur de croissance crucial, qui peut agir localement au niveau des poumons 

et entraîne une différenciation et une expansion importante de DC pulmonaire (Bukreyev et al., 

2001). Bien que le Flt3-L soit produit dans le sérum à l’homéostasie, la production de GM-CSF 

ne devient significative que dans les cas des infections et pourrait alors conduire au développement 

de DC (Merad et al., 2009) (Shalin H. Naik et al., 2006) (Chen Varol et al., 2007) (Hamilton, 

2008). En plus du Flt3-L, le GM-CSF maintient principalement à l'homéostasie le pool de cDC2 

dans les tissus non lymphoïdes tels les poumons (F. Ginhoux et al., 2009) (Dior Kingston et al., 

2009) (Greter et al., 2012). Lors d’une infection virale respiratoire par RSV, la production de GM-

CSF dans les poumons augmente significativement et favorise la différenciation de cDC2 à partir 

de précurseurs pulmonaires (CD11c+ CMHII-) et l’expansion de ces cellules (Bukreyev et al., 

2001) (H. Wang, N. Peters, & J. Schwarze, 2006). 

Nos travaux montrent que la voie de différenciation des cDC2 dans la MO, mais pas dans les 

poumons, des animaux infectés par le virus grippal n’est pas affectée. Cependant, l’expression du 

GM-CSF dans les poumons de souris infectées est diminuée, ce qui pourrait expliquer l’altération 

du nombre de cDC2 pulmonaires. A noter que dans notre étude, le GM-CSF est difficilement 

détectable dans la MO de souris. Bien que d'autres investigations soient nécessaires, nos résultats 
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suggèrent que le GM-CSF serait importante pour la différenciation des pre-cDC vers la lignée 

cDC2 dans les poumons des souris infectées. 

2.5.3 Comment expliquer l’altération de la production du Flt3-L ? 
Dans la littérature, aucune étude n’a décrit une diminution du pool de cDC associée à une 

production systémique réduite de Flt3-L lors d'une infection. L'inhibition des voies de signalisation 

de l’IFN de type I et de type II ne semble pas influencer la concentration de Flt3-L dans le sang. 

Ceci suggère donc une absence de rôle de ces cytokines dans la régulation de la production de 

Flt3-L au moins au niveau systémique. Une étude plus détaillée de la production de Flt3-L dans 

les autres tissus devrait être faite. Bien que les mécanismes sous-jacents ne soient pas connus, une 

apoptose / mort cellulaire accrue des cellules productrices de Flt3-L (et du GM-CSF) au cours de 

l'infection grippale pourrait contribuer, même partiellement, à ce phénomène. En effet, le virus de 

la grippe peut induire la mort cellulaire de différents types cellulaires. L’expression de Flt3-L dans 

les organes lymphoïdes (rate, MO, ganglions) dépend des cellules hématopoïétiques (cellules T, 

B, NK) (Miloud et al., 2012) (Saito et al., 2013) et l’IAV induit indirectement une apoptose des 

cellules B dans la MO (Sedger et al., 2002). Dans le même ordre d'idées, les cellules non 

hématopoïétiques sont les principaux producteurs de Flt3-L dans les poumons (Miloud et al., 2012) 

et l'apoptose des cellules épithéliales consécutives à une infection par IAV pourrait expliquer la 

diminution de Flt3-L (et GM-CSF) (Susanne Herold et al., 2008)} (Unkel et al., 2012). Le Flt3-L 

peut exister sous forme soluble ou transmembranaire, et est exprimé par de nombreux types 

cellulaires (Lyman et al., 1998) (K. Liu et al., 2010). La forme transmembranaire de Flt3-L peut 

être clivée par une protéase pour générer une forme soluble de la protéine qui est biologiquement 

active (Lyman et al., 1993). Ainsi la diminution de la concentration de Flt3-L détecté dans notre 

contexte pourrait être due à un défaut dans le clivage de la forme transmembranaire de Flt3-L 

induit par le virus. 

 

3 Quelles sont les conséquences de la chute de cDC lors d'une infection par 
IAV? 

La baisse des cDC pulmonaires au cours de l'IAV peut interférer avec des stratégies 

d’immunothérapeutie, qui pourrait permettre de lutter contre les infections secondaires. Une étude 

dans notre laboratoire a montré que l’administration de l’α-Galcer, un agoniste puissant des iNKT, 
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protège contre l'infection primaire pneumococcique via la production de l’IFN-γ et de l’IL-17 par 

ces cellules. Cependant, ce traitement n’est pas efficace dans le contexte d'une infection 

bactérienne post-grippale (Barthelemy, Ivanov, Fontaine, et al., 2016). Ces résultats sont, au moins 

en partie, dus à la forte chute dans le nombre de cDC1 pulmonaires qui sont impliqués de façon 

importante dans l'activation des cellules iNKT (Stoyan Ivanov et al., 2012) (Pooja Arora et al., 

2014). Ainsi, la déplétion dans le nombre de cDC au cours de la grippe induit une diminution dans 

l’activation des cellules iNKT et réduit la clairance bactérienne. Par conséquent, les stratégies qui 

visent à prévenir la chute des cDC dans les poumons pendant la grippe, pourraient être une option 

intéressante pour mieux contrôler la surinfection bactérienne. 

 

4 Le Flt3-L dans le contexte d’Influenza : une nouvelle stratégie 

thérapeutique dans la restauration du nombre de cDC et la protection 

contre la surinfection bactérienne 
La surexpression du Flt3-L stimule l'expansion des progéniteurs de DC et induit une augmentation 

du nombre de cDC - cDC1 et cDC2 - dans les tissus périphériques (Bjorck, 2001) (Karsunky et al., 

2003) (Maraskovsky et al., 1996). L’administration de Flt3-L après une infection par L. 

Monocytogenes ou M. tuberculosis contribue à une expansion in vivo des DC. Ceci  augmente la 

réponse spécifique de lymphocyte T CD8+ contre ces infections (Alaniz et al., 2004). Plusieurs 

rapports ont mis en évidence les effets bénéfiques du transfert de DC pulmonaires, ou encore 

l’expansion des cDC par injection de Flt3-L, dans le contexte des infections secondaires chez des 

souris immunodéprimées (Pastille et al., 2011) (Gregory et al., 2001) (Julia Bohannon et al., 2008) 

(Patil et al., 2017) (Pène et al., 2008) (Wang et al., 2015) (Hundeshagen et al., 2017). En utilisant 

un modèle murin d’infection par P. aeruginosa en cas de brûlure, le traitement avec Flt3-L 

améliore la capacité des DC à induire la clairance bactérienne en activant les neutrophiles 

(Bohannon et al., 2010). Dans ces modèles, la restauration des cDC a amélioré la réponse 

immunitaire antibactérienne et/ou réduit la réponse inflammatoire et les lésions pulmonaires.  

Dans un contexte d’infection respiratoire par RSV, le traitement avec Flt3-L augmente le nombre 

de cDC et celui des pDC pulmonaires, et protège la souris contre la pathologie induite par le virus 

(Smit et al., 2008). Les souris nouveau-nées présentent un faible recrutement de DC dans les 

poumons après l'infection par le RSV. Ainsi, le traitement de ces souris par Flt3-L (i) augmente le 
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nombre de toutes les sous-populations de DC pulmonaires, (ii) rétablit les voies d'IFN-I et (iii) 

induit une activation de lymphocytes T CD8+ spécifiques de virus (Remot et al., 2016). Durant le 

syndrome de défaillance multiviscérale, l’utilisation de Flt3-L peut être considérée comme une 

stratégie thérapeutique pour réduire les infections secondaires et les lésions tissulaires qui ciblent 

le poumon en compensant la chute des DC pulmonaires (H. W. Wang et al., 2012). Comme cela a 

été montré par plusieurs études chez la souris, nous avons supposé que la restauration du nombre 

de cDC par l’injection de Flt3-L, pouvait lutter contre l’immunosuppression induit par le virus 

grippal.  

Dans notre modèle, nous montrons que l’administration du plasmide codant pour Flt3-L chez des 

souris infectées par IAV, augmente la concentration systémique de Flt3-L et favorise la 

différenciation des cDC dans la MO et restaure le compartiment des cDC dans les poumons. Il est 

important de noter que la surexpression de Flt3-L conduit à un nombre similaire de progéniteurs 

de DC dans la MO indépendamment de l'infection, suggérant que Flt3-L est suffisant pour induire 

la DCpoïèse - principalement la voie cDC1 - chez les animaux infectés. Nous avons également 

observé une diminution de l’expression de récepteur de Flt3-L (CD135) par les CDP et les pre-

cDC en réponse à son injection. Il peut s’agir d’un rétrocontrôle pour compenser la forte production 

de Flt3L ou bien le récepteur est occupé par son ligand bloquant ainsi l’accès à l’anticorps lors de 

l’étape de marquage en cytométrie de flux. En revanche, bien que le traitement par Flt3-L ait 

restauré le pool de cDC dans le poumon de souris infectées, le nombre reste inférieur à celui des 

animaux non infectés. Ceci suggère que Flt3-L est crucial mais qu’il existe d’autres facteurs 

supplémentaires, par exemple le GM-CSF, nécessaires à la restauration complète du compartiment 

de cDC pulmonaires. De façon intéressante, cette stratégie protège partiellement les souris 

infectées par l'IAV contre une infection bactérienne secondaire. Nos données montrent que la 

surexpression de Flt3-L au cours d'une infection grippale réduit légèrement la charge bactérienne 

dans les poumons. La reconstitution du pool de cDC est également associée à une réduction des 

lésions pulmonaires chez les souris co-infectées (alvéolite réduite) et la dissémination bactérienne 

systémique. Ces effets s’accompagnent d’une perte de poids corporel réduite et à une mortalité 

retardée. Ces résultats sont très encourageants et il serait très intéressant de voir si nous pouvons 

améliorer l’effet du Flt3-L. Ainsi nous pouvons proposer de nouveaux protocoles d’injection du 

Flt3-L afin de booster l’effet anti-bactérien dans les poumons. Il serait intéressant d’essayer 
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l’administration de Flt3-L sous forme d’une protéine par voie i.n afin d’avoir un effet direct dans 

les poumons. Nous pourrions également changer le moment de l’injection, en traitant les souris 

avec le plasmide ou la protéine Flt3-L après l’infection grippale. 

 

5 Les mécanismes possibles par lesquels les cDC assurent une protection 

contre l’infection bactérienne post-grippale  
Dans le contexte grippal, les modifications physiques et l’altération de la réponse immunitaire 

innée sont deux mécanismes qui entrainent la prolifération et la dissémination bactérienne. Dans 

le présent rapport, nous postulons que la différenciation perturbée des progéniteurs de cDC 

pourrait en partie expliquer l'état de l'immunosuppression post-grippale. Ainsi, nos travaux 

montrent que la restauration de la chute de cDC (par injection de Flt3-L) assure partiellement une 

protection contre les infections bactériennes post-grippale. Quels sont les mécanismes sous-jacents 

de cette protection ? 

Nos résultats excluent un rôle de Flt3-L dans la réponse anti-virale (charge virale identique) et 

dans la réponse Th17, réponse importante dans la défense anti-pneumococcique. Nous suggérons 

plutôt un rôle de Flt-3-L dans la barrière physique des poumons. En effet, nos résultats montrent 

que la surexpression de Flt3-L augmente l'expression des transcrits codant pour les protéines 

associées aux fonctions de barrière et de réparation tissulaire (Tjp1, Ocln et Areg) chez les souris 

co-infectées. L’étude histologique montre en effet des lésions alvéolaires plus faibles après le 

traitement Flt3L. Pour approfondir nos travaux, il faudrait utiliser par exemple l’approche de la 

résistance trans-épithéliale (TEER) en mesurant la perméabilité au dextran pour voir l’effet de 

Flt3-L sur l’intégrité de la barrière pulmonaire. Des études antérieurs ont montré que le 

recrutement accru des Mo Ly6Chi CCR2+ et des moDC CCR2+ lors de la grippe, induit des lésions 

pulmonaires importantes et contribue à la colonisation bactérienne lors d’une infection secondaire 

(G. T. Ellis et al., 2015) (S. Herold et al., 2008) (S. Davidson et al., 2014) (K. L. Lin et al., 2008). 

Par conséquent, l’inhibition de leur recrutement en utilisant des souris  déficientes en CCR2 

(CCR2-/-) et co-infectées, réduit les dommages épithéliaux et protège contre l’invasion bactérienne 

(G. T. Ellis et al., 2015). Dans notre étude, nos résultats suggérèrent que la diminution de 

recrutement de Mo Ly6Chi CCR2+, mais pas les moDC CCR2+, suite à un traitement avec Flt3-L 

pourrait être à l’origine de l’effet bénéfique de ce traitement sur les lésions épithéliales et sur la 
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dissémination bactérienne après la grippe. Cette hypothèse a néanmoins besoin d’être confirmé. 

Nous pouvons ainsi suggérer que le Flt3-L n’a pas un effet, au moins dans notre contexte, sur les 

moDC. 

Pris dans leur ensemble, nos résultats révèlent de nouveaux mécanismes menant à une 

modification de la génération des cDC dans le contexte de la grippe et révèlent que la diminution 

de la production de Flt3-L pourrait être un indicateur potentiel au risque de la susceptibilité à une 

infection secondaire. Notre étude met également en évidence l’effet bénéfique de l’injection de 

Flt3-L dans le contexte de l’infection par IAV et présente le Flt3-L comme une stratégie 

thérapeutique pour améliorer la réponse immunitaire antibactérienne et/ou diminué la réponse 

inflammatoire et les lésions pulmonaires assurant ainsi une protection contre les infections 

bactériennes secondaires.  

Des données émergentes indiquent que des facteurs importants dans la myélopoïèse pourraient être 

utilisés en milieu clinique pour prévenir les infections sévères chez les personnes 

immunodéprimées (Prashanth K. Kandalla et al., 2016). En effet, Kandalla et ses collègues ont 

démontré l’effet bénéfique thérapeutique du traitement au M-CSF contre une infection bactérienne 

avec Pseudomonas aeruginosa ou une infection fongique à Aspergillus fumigatus, après une 

transplantation de cellules hématopoïétiques. Ce traitement augmente la production de cellules 

myéloïdes matures. Nous pouvons alors suggérer que le Flt3-L pourrait être une nouvelle approche 

potentielle de traitement de la surinfection bactérienne dans le contexte de la grippe antérieure en 

engageant la myélopoïèse vers la production des DC. Dans le même contexte, la surproduction de 

GM-CSF restaure le nombre et la fonction des macrophages lors d'une infection grippale et protège 

contre les infections bactériennes secondaires (Ghoneim et al., 2013). Nous supposons donc que 

l'administration thérapeutique de Flt3-L (cDC), en association avec d'autres facteurs de croissance 

tels que le GM-CSF (macrophages), pourrait représenter une approche prometteuse pour améliorer 

la protection contre les infections bactériennes secondaires post-grippales.  
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En conclusion, nous avons rapporté que l’infection grippale induit une diminution transitoire des 

cDC pulmonaires (cDC1 et cDC2) qui coïncide avec la surinfection bactérienne. De même mon 

projet de thèse a permis pour la première fois de montrer que l’infection par le virus de la grippe 

induit une altération profonde de la DCpoïèse dans la MO, en affectant plus particulièrement la 

voie des cDC1, tout en favorisant la monopoïèse. De façon originale, la DCpoïèse altérée au cours 

de la grippe est associée à une diminution de la production de Flt3-L. De façon intéressante, nous 

avons rapporté que la surexpression de Flt3-L au cours de la grippe restaure la différenciation des 

progéniteurs de DC et le pool de cDC dans les poumons et assure une protection partielle contre 

la surinfection bactérienne. 

Notre étude met en évidence l’effet d’une infection virale distale sur la genèse de cDC dans la MO. 

Ceci pourrait représenter un nouveau mécanisme immunosuppresseur induit par le virus de la 

grippe pour faciliter l’invasion bactérienne. Ainsi via l’administration de Flt3-L, la réponse 

immunitaire innée pulmonaire est renforcée.  

Notre étude préclinique permet de proposer des nouvelles stratégies thérapeutiques dans le futur 

basées sur l’administration de Flt3-L seul ou en combinaison avec autres facteurs (comme le GM-

CSF) ou avec des médicaments antibactériens conventionnels (c'est-à-dire des antibiotiques) pour 

protéger contre la surinfection bactérienne post-grippale. 

 

Les résultats observés chez la souris pourraient-ils être valables chez l’homme? 

Chez l’homme, les conséquences de l’infection grippale sur la myélopoïèse restent encore 

inconnues. Comme nous l’avons mentionné dans l’introduction, la hiérarchie de la production des 

cDC et des monocytes chez l’homme est similaire à celle retrouvée chez la souris. Brièvement, 

des progéniteurs humains équivalents aux MDP, cMoP, CDP et pre-cDC (pre-cDC1 et pre-cDC2) 

murins ont été identifiés dans la MO et dans le sang de cordon ombilical (Gaëlle Breton et al., 

2015) (G. Breton et al., 2015) (Kawamura et al., 2017). Tout comme le modèle murin, chez 

l’homme, le Flt3-L est un facteur de croissance hématopoïétique qui induit la prolifération et la 

survie des progéniteurs hématopoïétiques primitifs, plus particulièrement les MDP, CDP et pre-

cDC dans la MO, et les pre-cDC dans les tissus périphériques et engage leur développement vers 

la voie des DC (Claudia Waskow et al., 2008a). Dans notre étude nous avons trouvé une 
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diminution de la détection de Flt3-L dans la MO, le sérum et les poumons des souris grippées 

associée à une diminution du développement et de la différenciation des cDC. Il serait donc 

intéressant de quantifier la concentration de Flt3-L dans les sérums des patients  atteints de la 

grippe de type A, ce qui pourrait permettre de savoir s’il y a une perturbation dans le 

développement des cDC dans la MO ou même dans les poumons. Les études chez l’homme et 

chez la souris démontrent que l’administration de Flt3-L déclenche l’expansion des cDC et des 

pDC (Maraskovsky et al., 1996) (Pulendran et al., 1997). Chez l’homme, un essai clinique de 

phase I a été réalisé chez des personnes saines et a montré que l’administration de Flt3-L induit 

une augmentation significative dans le nombre des DC circulantes et dans le nombre des 

précurseurs de DC (Eugene Maraskovsky et al., 2000). Si la chute de Flt3-L après une infection 

grippale est également observée chez l’homme, nous pouvons suggérer que la supplémentation en 

Flt3-L pourrait avoir un effet bénéfique dans les poumons de patients infectés, via la production 

de DC, et déclencher une meilleure réponse immunitaire contre le virus de la grippe et avoir des 

conséquences sur les infections bactériennes secondaires. 
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Supporting information: 
Beshara et al., 

 
S1 Fig: (A) Mice were infected i.n. with H3N2 virus. Gating strategy to analyze total lung cDCs (Siglec-F-

CD11c+MHCII+CD64-) and cDC subsets (CD172α+CD24+ and CD172α-CD24++) at day 0 (left panel) and 
4dpi (right panel) is shown. (B) Gating strategy to analyze BM MDPs (Lin-CD117+CD135+CD115+), CDPs 
(Lin-CD117lowCD135+CD11c-CD115+) and pre-DCs (Lin-CD11c+MHCII-CD135+) is shown.  
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S2 Fig: Gating strategy to analyze spleen and lung pre-DCs. Lineage cocktail: Ter119, CD3, NK1.1, 
CD45RB220, Ly6G is shown. 
 

 
S3 Fig: (A) Gating strategy to analyze Flt3-L-generated BM DC subsets is shown. The remaining cells 
(CD11c-MHCII-) were CD11b-CD115-. (B) BM-derived cells in the presence of Flt3-L, were stimulated 
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with LPS (100ng/ml) for 24h and IL-10 was quantified in the supernatant. Means ± SEM of 4 mice are 
represented. 
 

 
 

 

S4 Fig: Mice were i.v. injected with 2µg of a control- or Flt3-L- encoding plasmid and 24h later were 
infected or not with IAV. Four days later, the median of fluorescent intensity (MFI) of CD135 expression 
on BM pre-DCs (left panel) and the number of lung neutrophils (right panel) were analyzed by flow 
cytometry. Means ± SEM of 6-12 mice are represented. **, p < 0.01; ***, p < 0.001. 
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Les cellules myéloïdes 

 
Marqueurs utilisés pour 

L’identification 
MDP Lin-*, CD11b-, CD135+, 

CD117+,CD115+, CD127- 
CDP Lin-*, CD117-/low, CD135+, CD115+, 

CD127-, CD11c- 
Pre-cDC Lin-*, CD135+, CD117-/low, CD11c+, 

MHCII- 

Pre-cDC(1) Lin-*, CD11b-, CD135+, CD117-/low, 
CD11c+, MHCII-, Siglec-H+, Ly6C- 

Pre-cDC(2) Lin-*, CD135+, CD117-/low, CD11c+, 
MHCII-, Siglec-H+, Ly6C+ 

cDC1-biased pre-cDC Lin-*, CD135+, CD117-/low, CD11c+, 
MHCII-, Siglec-H-, Ly6C- 

cDC2-biased pre-cDC Lin-*, CD135+, CD117-/low, CD11c+, 
MHCII-, Siglec-H-, Ly6C+ 

cDC 
 

Siglec-F-, Ly6G-, CD11c+, MHCII+  
CD64-,  

cDC1 Siglec-F-, Ly6G-, CD11c+, MHCII+  
CD64-, CD24+ 

cDC2 Siglec-F-, Ly6G-, CD11c+, MHCII+  
 CD64-, CD172α+ 

moDC Siglec-F-, Ly6G-, CD11c+, MHCII+  
 CD64+ 

cMoP Lin-*, CD11b-, Ly6G-, CD117+, 
CD115+, CD135-, Ly6Chigh 

Mo Ly6Chigh Lin-*, CD11b+, CD115+, Ly6G- 
Ly6Chigh 

Mo Ly6Clow 

 
Lin-*, CD11b+, CD115+, Ly6G- 

Ly6Clow 

    
*Lin: CD3+, NK1.1+, Ter119biot+, CD45B220+, Ly6G+ 
    
 

Tableau 1 : Marqueurs utilisés pour identifier les cellules 
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