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INTRODUCTION

I. Le systéme immunitaire
A. Généralités

Le systeme immunitaire (SI) est un systeme complexe de cellules et de molécules présentes
dans tous les compartiments de I'organisme afin d’assurer une défense rapide et efficace de
ce dernier contre une multitude de pathogenes. Lorsqu’un pathogéne pénetre dans
I'organisme, la mise en place d’une réponse immunitaire va permettre de lutter contre les
effets déléteres de I'infection de maniere séquentielle. Dans un premier temps, il y a mise en
place de la réponse immunitaire (RI) primaire ou aspécifique caractérisée par des molécules
(e.g. complément, cytokines) ainsi que par des cellules immunitaires pouvant avoir
différentes actions. Il existe au sein de la Rl primaire des cellules phagocytaires comme les
macrophages, les cellules dendritiques, les neutrophiles et les monocytes ainsi que des
cellules cytotoxiques telles que les cellules Natural Killer (NK). La Rl primaire est la plus
ancienne d’un point de vue évolutif et est ainsi qualifiée d'immunité innée ou ancestrale.
Elle n"est pas spécifique du pathogéne et peut étre insuffisante. Si tel est le cas, lorsque
I'infection perdure, la seconde partie de la réponse immunitaire, appelée réponse
immunitaire secondaire ou adaptative, va étre mise en place. Cette derniére est retrouvée
dans tous les organismes depuis les premiers Vertébrés a machoire. Elle est donc plus
récente d’'un point de vue évolutif et se met en place plus tardivement au cours de
I'infection car, contrairement a la Rl primaire, elle est spécifique a I'agent pathogene. La RI
secondaire est composée de la voie classigue du complément et de différents types de
cellules comme les lymphocytes de type B ou T (LB et LT, respectivement) et les cellules
présentatrices de I'antigene (CPA) dont les plus efficaces sont les cellules dendritiques (DC).
Ce dernier exemple, ainsi que les différentes voies du complément, montrent que les
réponses immunitaires primaire et secondaire sont composées de nombreuses molécules et
cellules agissant en synergie afin de détruire toute menace le plus rapidement et le plus

efficacement possible.

B. L'immunité naturelle ou innée
1) Les barriéres physico-chimiques
La toute premiere ligne de défense de I'organisme face aux pathogenes est composée de la
peau et des muqueuses. Ces barriéres physiques s’opposent a I'entrée des pathogenes par
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leur pH ou leur viscosité, respectivement. En effet, la peau est recouverte d’une couche
superficielle de kératinocytes et est caractérisée par un pH acide s’opposant ainsi a I'entrée
et a la prolifération des pathogenes. Les muqueuses sécretent quant a elles du mucus qui va
piéger les pathogénes grace a sa viscosité élevée et ainsi empécher leur entrée dans
I'organisme. Tout comme lI'ensemble des compartiments de |'organisme, la peau et les
muqueuses contiennent des cellules du Sl jouant le réle de sentinelles. Ces cellules vont étre

a I'origine de la mise en place de la réponse immunitaire.

2) Les différents types cellulaires impliqués
La réponse immunitaire innée étant la plus ancienne d’un point de vue évolutif, les types
cellulaires impliqués sont par conséquent retrouvés dans de nombreux organismes. Nous
allons ici décrire ceux qui sont présents chez les mammiféres.
La réponse immunitaire innée est constituée de cellules présentes dans tout I'organisme et
jouant le réle de sentinelles afin de détecter et de lutter contre les infections le plus
rapidement possible. Ces cellules peuvent par conséquent étre résidentes (e.g.
macrophages ; tissus) ou circulantes (e.g. monocytes et granulocytes ; sang). L'ensemble de
ces cellules vont étre capables de reconnaitre les pathogénes grace a différents mécanismes
détaillés ci-apres.
La principale ligne de défense de la réponse immunitaire non-spécifique est constituée par
des cellules capables de phagocyter le pathogene, appelées phagocytes, ou d’éliminer les
cellules « dangereuses » (ex: cellules infectées ou en cours de transformation tumorale)
comme les cellules NK.
Les principaux phagocytes sont les macrophages [1], qui sont résidents ainsi que les
neutrophiles [2] qui sont circulants. Les neutrophiles possédent des granules intra-
cytoplasmiques aux propriétés microbicides [3] tandis que les monocytes/macrophages
possedent quant a eux des lysosymes [4,5].
Le phagocyte va pouvoir reconnaitre et se fixer au pathogene via différents mécanismes
faisant intervenir I'immunité innée (récepteurs Toll Like, molécule C3 du systéme du
complément) ou adaptative (partie constante des Ac) et que nous développerons ci-apres.
Aprées reconnaissance, le phagocyte va émettre des extensions membranaires appelées
pseudopodes qui vont englober le pathogene. Ce dernier sera alors inclut dans une vésicule

appelée phagosome avec laquelle vont fusionner les granules (neutrophiles) ou les
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lysosomes (macrophages) du phagocyte conduisant ainsi a la formation du phagolysosome
au sein duquel le pathogene sera éliminé grace au contenu microbicide des
granules/lysosomes.

D’autres types cellulaires sont capables de phagocyter le pathogene mais de maniere moins
efficace comme par exemple les éosinophiles [6] qui font eux aussi partie de I'immunité
innée mais également les cellules dendritiques [7] qui font partie a la fois de I'immunité
innée et adaptative. Il est également a noter que les macrophages peuvent se différencier a
partir de monocytes [8] et sont capables de présenter I'antigene (Ag) participant ainsi,
comme les DC, a la réponse immunitaire adaptative/spécifique.

Les cellules NK vont, quant a elle, étre capables de reconnaitre et d’éliminer les cellules
présentant un danger pour I'organisme telles que les cellules infectées [9] ou en cours de

transformation tumorale [10] en provoquant leur lyse.

3) Reconnaissance des pathogenes par les cellules de la RI innée

Ces cellules sont capables de reconnaitre les agents pathogenes grace a des récepteurs de
motifs moléculaires (Pattern Recognition Receptor : PRR). Il existe plusieurs types de PRR:
les récepteurs de type Toll (Toll Like Receptor : TLR), les récepteurs de type RIG (RIG Like
Receptor : RLR), les récepteurs de type Lectine (C-Type Lectin Receptors: CLR) et les
récepteurs de type NOD (NOD-Like Receptor: NLR) qui peuvent étre localisés au niveau
membranaire ou cytoplasmique et sont spécialisés dans la détection de motifs moléculaires
associés aux pathogenes (Pathogen-Associated Molecular Pattern : PAMP). Les PAMP sont
des motifs moléculaires présents a la surface des pathogénes. Les PRR peuvent également
jouer un role dans un contexte non infectieux via la reconnaissance des motifs moléculaires
associés au danger (Danger-Associated Molecular Pattern : DAMP) qui sont des molécules du
soi relarguées en cas de dégats tissulaires.

En plus de la reconnaissance des caractéristiques structurelles des PAMP, le systéme
immunitaire inné peut reconnaitre les pathogéenes via des caractéristiques fonctionnelles
telles que les facteurs de virulence [11]. En effet, ces facteurs vont provoquer des
modifications au niveau des cellules hétes aboutissant a I'activation d’inflammasomes tel
que l'inflammasome NLRP3 [12-14] qui est un complexe protéigue présent dans les

granulocytes. Il est appelé ainsi car il est formé a partir de NLR qui vont s’assembler et
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permettre la maturation de cytokines pro-inflammatoires favorisant ainsi leur production
par la cellule immunitaire.

Enfin, la distinction entre le soi et le non soi, par les cellules du systeme immunitaire, est
essentielle a la mise en place d’une Rl efficace et non délétére pour I’héte. Elle va se faire
grace a la présence de protéines inhibitrices ou de molécules associées au soi (HAMP) telles
qgue l'acide sialique a la surface des cellules de I’'h6te et qui seront absentes au niveau du
pathogene. Ainsi, les pathogenes peuvent étre reconnus en tant que tels du fait de I'absence

de ces protéines inhibitrices et/ou de ces molécules du soi [15].

4) Déroulement de la RI innée

Lorsqu’un pathogene réussit a traverser les barriéres physico-chimiques, il va rencontrer un
systeme de surveillance intervenant a plusieurs niveaux. Le premier est constitué de
phagocytes présents au niveau supra-épithélial. En effet, des cellules phagocytaires ont été
observées a lintérieur des muqueuses ainsi qu’au niveau du lumen dans les alvéoles
pulmonaires. Il a également été observé que des DC pouvaient étendre leurs dendrites dans
le lumen du tractus intestinal et respiratoire [16]. Le second niveau est constitué des cellules
épithéliales qui sont capables de détecter les pathogénes grace a I'expression de PRR [17].
Enfin, le troisieme niveau de surveillance se situe dans la lamina propria ou résident des DC,
des macrophages et des mastocytes. Ces cellules vont pouvoir détecter les pathogéenes
(ayant passés la barriere épithéliale) via leurs PRR et recruter des monocytes et des
granulocytes circulants grace a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de
chimiokines. L'ensemble des cellules immunitaires présentes sur le site de I'infection vont
mettre en place des mécanismes de défense menant a I’élimination du pathogéne par
phagocytose ou lyse.

Si cela ne suffit pas a contenir I'infection, le systeme immunitaire va mettre en place une
défense intervenant a un niveau plus global. En effet, la réponse in situ décrite ci-avant va
permettre la production de cytokines telles que l'interleukine (IL) -1B, le TNF (Tumor
Necrosis Factor) et I'IlL-6. Ces derniéres vont agir sur le systéme nerveux central en
provoquant la fiévre [18] ainsi que sur le foie ou elles vont mener a la production des
protéines C réactive et MBL (Mannose-Binding Protein) impliquées dans I|’activation du
systeme du complément [19] qui permet I’élimination du pathogene. Ces étapes sont

connues comme faisant partie de la phase aiglie de I'inflammation. Si des pathogénes de
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type bactérien atteignent la circulation sanguine, ils seront éliminés par le systeme du
complément ainsi que par les monocytes et neutrophiles circulants exprimant des PRR (TLR,
NLR et CLR) dont I'activation va permettre d’augmenter leur capacité de phagocytose et/ou
provoquer leur dégranulation [20]. Lorsque les pathogenes sont des virus, d’autres cellules
de I'immunité innée ayant des PRR adaptés vont entrer en jeu comme les pDC [21] que I'on
retrouve au niveau circulant et dans la rate [22,23]. Une fois leurs PRR activés, ces cellules
vont étre capables de produire de I'interféron de type | (IFN-o. et B) en grande quantité. Les
pDC sont une sous-population de DC. Chaque sous-population de DC va étre impliquée dans
la modulation d’une Rl adaptée au pathogéne puisqu’elle sera caractérisée par un profil
spécifique d’expression de marqueurs et de PRR différents et qu’elle sera localisée a un
endroit bien spécifique. Les DC sont notamment responsables de la polarisation des LT CD4"
[24,25] et font ainsi le lien entre Rl innée et adaptative. La localisation et les types de PRR
exprimés vont dépendre de la sous-population de DC qui va par conséquent mettre en place

une réponse adaptée au pathogene rencontré.

5) Les facteurs solubles

Les facteurs solubles sont libérés suite a I'activation des cellules du SI. En effet, lorsque les
cellules du SI vont détecter un pathogene via les PRR, elles vont mettre en place une
réponse inflammatoire correspondant a la sécrétion de facteurs solubles qui permettent le
recrutement de cellules au niveau du site de I'inflammation.

Il existe différents types de facteurs solubles comme les cytokines pro- et anti-
inflammatoires ainsi que les substances vasodilatatrices (e.g. histamine). Les cytokines pro-
inflammatoires (e.g. TNF-a, chimiokines et interleukines de type 1, 6, 12 et 18) vont
permettre le recrutement des cellules du Sl sur le site de I'inflammation en participant a leur
chimiotactisme et en facilitant la diapédese. En effet, la diapédése (correspondant au
passage des cellules du sang vers les tissus) est facilitée par I'expression de molécules
d’adhésion a la surface des cellules endothéliales induite par le TNF-a. Cette diapédése va
également étre facilitée par les substances vasodilatatrices comme le monoxyde d’azote
(NO) ou I'histamine qui permettent une augmentation de la perméabilité vasculaire. Enfin,
les cytokines anti-inflammatoires (e.g. IL-10 ainsi que I'lL-4, IL-6 et le TGF-B dans certaines

circonstances) régulent la Rl afin d’éviter d’éventuels effets déléteres pour I'organisme.

15



Voie
Classique Lectines

. . i Voie alterne
Reconnaissance cible Vel o
Auto-activation

[Comp[exe}[ MBL J
Cl MASP1/2

e @ [ Facteur B ]
|

Facteur D

[ ]
S - S

C3 convertase | @, | C3 convertase |

|membranaire I . & soluble ]

r

R

convertase

c5
I membranaire
— e

(C5b-8)9,

Complexe d'attaque k§?
membranaire

Figure 1 : Vue globale simplifiée de I'activation du systéme du complément

3 voies d’activation différentes menant toutes a une voie finale commune ont été
décrites : les voies classique, associée aux lectines et alterne. Ces trois voies different par
leur mode d’activation pouvant étre (1) la reconnaissance de la cible (les voies classique
et associée aux lectines) ou l'auto-activation (voie alterne). Apres (2) clivage de différentes
molécules il y a formation d’une C3-convertase permettant (3) la génération du fragment
C3b. Ce dernier va pouvoir (4) opsoniser la cible, (5) participer a la boucle d’auto-
amplification de la voie alterne et (6) mener a la formation d’une C5-convertase. Il va
ensuite y avoir production de C5b qui va (7) former un complexe avec les molécules C6,
C7, C8 et C9. Le complexe (C5-8)9, formé correspond au (8) complexe d’attaque
membranaire. Durant ces 3 voies d’activation sont également générés les fragments C3a,

C4a C2b et C5a appelées anaphylatoxines et participant a I'inflammation.



En plus de ces cytokines, chimiokines et substances vasodilatatrices, il existe également
d’autres substances appartenant a I'immunité innée. Parmi ces substances figurent par
exemple les défensines, le lysozyme ainsi que la lactoferrine. Tout d’abord, les défensines
sont des peptides anti-microbiens, pouvant étre produits par des cellules du Sl ainsi que par
les cellules épithéliales, qui vont s’insérer dans la membrane de certains pathogénes et
provoquer leur lyse [26]. Ensuite, le lysozyme, produit par les macrophages, va dégrader les
parois bactériennes [27]. Enfin, la lactoferrine est quant a elle libérée par les neutrophiles
activés et va agir en séquestrant le fer inhibant ainsi la croissance bactérienne [28—30]. Il est
également a noter que la lactoferrine posséde des propriétés antifongiques et antivirales
[31] participant ainsi a la défense de I'h6te contre les pathogenes.

Enfin, il existe une autre famille de facteurs solubles (décrite ci-aprés) appartenant au Sl et

faisant partie de ce qui est appelé : le systéme du complément.

6) Le systeme du complément

Le systtme du complément a été nommé ainsi car il était vu comme complémentant
I'activité des anticorps (produits par les plasmocytes durant la Rl adaptative) dans la
destruction des pathogenes et était par conséquent classé comme appartenant a I'immunité
adaptative. Cependant, par la suite, trois voies d’activation différentes ont été décrites : les
voies classique, alterne et associée aux lectines (Figure 1). Bien qu’elles menent toutes a une
voie finale commune, ces trois voies différent par leurs phases d’initiation, leurs molécules
initiatrices et les motifs reconnus par ces dernieres. Grace a la découverte de ces trois voies
d’activation, il est devenu clair que le systéme du complément pouvait intervenir au niveau
de la réponse immunitaire innée et donc en I'absence des anticorps. En effet, non seulement
I'initiation des voies alterne et associée aux lectines n’est pas dépendante des anticorps mais
celle de la voie classique peut également étre réalisée directement par le pathogéne.
Cependant, elles sont activées localement au niveau du site infectieux provoquant une série
d’événements pro-inflammatoires qui va s’amplifier au cours des différentes étapes. Ces
voies d’activation doivent donc étre régulées afin de ne pas provoquer d’effets déléteres
pour I’hote.

Les trois voies d’activation du complément consistent en une cascade d’activation de
proenzyme (ou zymogenes) en enzymes actives par clivage protéolytique donnant naissance

a deux fragments. De maniere générale, le plus gros fragment va porter I'activité protéase,
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Figure 2 : Voie classique d’activation du complément — élimination d’un pathogéne

La voie classique est activée via (1) la fixation de Cl1q directement sur le pathogéne (PAMP
ou anticorps fixés aux Ag) suivie de (2) I'activation de C1r qui va (3) cliver Cls. Ce dernier
va (4) cliver C4 en C4b qui se fixe au pathogéne de manieére covalente et (5) va lier C2 lui
permettant ainsi d’étre clivé par Cls afin de produire C2a. C4b et C2a forment (6) la C3-
convertase qui est liée a la surface du pathogeéne et va (7) cliver une grande quantité de
C3 afin de produire C3b et C3a. C3b va osponiser le pathogéne tandis que C3a, C4a et C2b
vont participer a I'inflammation.



se fixer au pathogene et est noté « b » alors que le plus petit, noté «a», appelé
anaphylatoxine, est libéré et agit en tant que médiateur soluble ayant une action pro-
inflammatoire. Il est a noter que la molécule C2 du complément fait exception a cette regle
puisque le role des fragments C2a et C2b est inversé. Les trois cascades aboutissent a la
formation d’une C3-convertase clivant C3, la molécule centrale du systéme du complément,
ce qui engendre notamment la production de C3b. La fonction principale de C3b est
I'opsonisation du pathogene afin de favoriser sa phagocytose. En effet, les cellules
phagocytaires présentent des récepteurs au C3b permettant ainsi la phagocytose, qui est un
phénomeéne tres important pour la défense de I'h6te a la fois chez les Vertébrés et les
Invertébrés [32]. Il est a noter que des homologues de C3 ont été découverts au sein de
nombreux groupes au cours de I’évolution y compris chez les mammiferes et les amphibiens
[33,34]. En plus de son réle dans I'opsonisation du pathogéne, la molécule C3b va également
pouvoir se lier a la C3-convertase afin de former une C5 convertase ce qui va produire les
molécules C5a et C5b. Le peptide C5a porte I'activité pro-inflammatoire la plus importante
de I’ensemble du systeme du complément tandis que C5b va étre a I'origine de la voie finale
commune d’activation du complément menant a la formation du complexe d’attaque
membranaire qui permet la création de pores dans la membrane des pathogénes ce qui va

entrainer leur lyse et par conséquent leur élimination.
a) Les voies d’activation du complément

i. Lavoie classique
La premiere voie, appelée voie classique, est composée de molécules désignées par la lettre

« C » suivie d’'un nombre. Il est a noter que ces nombres ne respectent pas forcément I'ordre
de la cascade d’activation puisqu’ils ont été attribués dans 'ordre de leur découverte. La
voie classique du complément débute par la fixation de Clqg (Figure 2). Ce dernier peut se
fixer soit directement sur le pathogéne en reconnaissant certains PAMPs (e.g. protéines
d’enveloppe de certains virus ; lipopolysaccharide (LPS)) [35], soit via les anticorps fixés a
celui-ci (IgM et clusters d’lgG) [36]. Cette fixation de Clg, directe ou indirecte, faisant
intervenir les anticorps ou non, fait que le systeme du complément peut étre qualifié comme
appartenant a la fois aux immunités innée et adaptative.

Suite a la fixation de C1qg, un changement conformationnel permet |'activation de C1r qui va

cliver Cls. Ces deux molécules sont associées a C1qg et forment le complexe C1 [37]. Cls clive
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Figure 3 : Voie d’activation du complément associée aux lectines

La voie associée aux lectines est activée via (1) la fixation de MBL (Mannose-Binding
Lectine) et des Ficolines sur leurs ligands respectifs qui va étre suivie de (2) l'activation de
MASP-1 qui va (3) cliver MASP-2. Ce dernier va (4) cliver C4 en C4b qui se fixe au
pathogene de maniére covalente et (5) va lier C2 lui permettant ainsi d’étre clivé par
MASP-2 afin de produire C2a. C4b et C2a forment (6) la C3-convertase qui est liée a la
surface du pathogéne et va (7) cliver une grande quantité de C3 afin de produire C3b et
C3a. C3b va osponiser le pathogéne tandis que C3a, C4a et C2b vont participer a
I'inflammation.



C4 en C4b qui se fixe au pathogéne de maniére covalente et va lier C2 lui permettant ainsi
d’étre clivé par Cls afin de produire C2a [38]. C4b et C2a forment la C3-convertase qui est
liée a la surface du pathogene et va cliver une grande quantité de C3 afin de produire C3b et
C3a. C3b va osponiser le pathogéne tandis que C3a va initier une réponse locale pro-
inflammatoire.

ii. Lavoie associée aux lectines
La voie associée aux lectines (Figure 3) est initiée par la fixation de lectines qui sont des

protéines ayant une forte affinité pour les polysaccharides. La principale protéine initiatrice
de la voie associée aux lectines est appelée Mannose-Binding Lectine (MBL). Elle se fixe aux
carbohydrates présents a la surface de la plupart des micro-organismes et contenant du
mannose [35]. Cette protéine est proche de Clq et circule en faible concentration dans le
sang mais sa production par le foie peut étre augmentée lors de la phase aiglie de
I'inflammation. Il existe un second groupe de lectines permettant I'initiation de cette voie du
complément. Ce second groupe contient les ficolines qui sont associées aux protéines MBL-
Associated Serine Proteases (MASP) et circulent jusqu’a reconnaitre des groupes N-acetyl-
glucosamine a la surface de bactéries [39,40]. Il est a noter que les cellules de I'h6te sont,
guant a elles, couvertes de molécules contenant d’autres groupes de sucres tels que I'acide
sialique. Ainsi, la voie associée aux lectines ne peut s’initier au niveau des cellules du soi et
ces dernieres ne risquent par conséquent pas d’étre éliminées par le systeme du
complément.

Apreés la phase d’initiation, le déroulement de la voie associée aux lectines ressemble trés
fortement a la voie classique puisque MBL forme un complexe avec deux zymogenes MASP-
1 et MASP-2 tres homologues a Clr et Cls. Tout comme Cl1r et Cls, MASP-1 et MASP-2 vont
étre a l'origine du clivage de C4 [41] et de C2 menant a la formation d’une C3-convertase de
la voie associée aux lectines identique a celle de la voie classique.

Il a été montré qu’une déficience en MBL provoque une augmentation des infections chez
les enfants en bas age n’étant plus protégés par les anticorps de leur mere et ne présentant

pas encore une immunité adaptative mature [42].

iii. Lavoie alterne
Cette voie d’activation du complément est appelée ainsi car elle a été découverte apres la

voie classique. Elle est composée de molécules désignées par des lettres capitales (e.g.

Facteur B, D) et ne requiert pas de fixation d’une protéine initiatrice contrairement aux deux
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Figure 4 : Voie alterne d’activation du complément

La voie alterne du complément va étre activée par (1) le clivage spontané de C3 ce qui va
aboutir a la formation de C3(H20) sur lequel va venir se fixer le facteur B. Ce dernier va
(2) étre clivé par le facteur D générant un fragment Bb qui va pouvoir (3) se lier a C3(H20)
pour former le complexe C3(H20)Bb portant I'activité C3-convertase. Cette derniére va
étre soluble et permet (4) le clivage de C3 en C3b et C3a. Une grande partie de C3b ne va
pas se fixer au pathogéne et étre inactivée tandis qu’une minorité de fragments C3b va
pouvoir (5) se fixer et s’associer a Bb pour former une C3 convertase membranaire
(C3b,Bb). Le facteur P va agir comme stabilisateur de la C3 convertase membranaire et
celle-ci va (6) produire une grande quantité de C3b pouvant (7) initier a nouveau la voie
alterne ou (8) opsoniser le pathogéne. Les fragments C3a formés durant cette voie vont
étre impliqués dans 'inflammation.



autres voies. En effet, la voie alterne (Figure 4) peut étre initiée par le clivage spontané de
C3 par hydrolyse provoquant ainsi un changement conformationnel de cette derniére qui
sera alors notée C3(H20). Ce changement de conformation permet la fixation du facteur B
qui est ensuite clivé par le facteur D en B et Bb. Ce dernier fragment se fixe a C3(H20) pour
former le complexe C3(H20)Bb [43] correspondant a une C3 convertase ayant pour
particularité de ne pas étre fixée au pathogene mais libre [44] et qui, bien que produite en
faible quantité, va cliver un grand nombre de molécules C3 en C3a et C3b. Ce dernier est en
grande partie inactivé puisqu’il ne se fixera pas au pathogene. Cependant, la minorité de
fragments C3b restante va pouvoir se fixer au pathogene et, de la méme maniére que
décrite précédemment, va provoquer la formation d’une C3 convertase (C3b, Bb) qui ne sera
pas soluble mais fixée a la surface du pathogene. Le facteur P (= Properdine), pouvant se
fixer au pathogene, va agir comme stabilisateur de la C3 convertase [45,46] et donc
potentialiser son action qui va étre la production d’une grande quantité de C3b pouvant lui-
méme initier a nouveau la voie alterne ou opsoniser le pathogene. La voie alterne agit donc
comme une boucle d’auto-amplification et peut augmenter I'efficacité des autres voies
d’activation du complément.

De maniére intéressante, la C3-convertase ne sera effectivement présente qu’a la surface du
pathogene puisque lorsque C3b va se fixer aux cellules hotes, elle va étre inactivée par de
nombreuses protéines régulatrices présentes a la fois dans le plasma et a leur surface. Etant
donné qu’elle n’est pas initiée par une reconnaissance du pathogéne, la voie alterne utilise le
facteur H, la properdine et C3b pour distinguer le soi du non soi [35].

L'activation de la voie alterne semble ainsi avoir lieu partout et a tout moment dans
I'organisme mais a un taux trés bas. Elle peut ensuite étre inhibée par des molécules de
régulation associées au soi ou étre amplifiée contre le non soi ne présentant pas ces
molécules [47]. Il est a noter que la molécule de régulation clé de la voie alterne semble étre
le facteur H qui reconnait de maniére prédominante les motifs moléculaires associés a I’h6te

(Host-Associated Molecular Patterns : HAMPs) tels que I’acide sialique [35,48].

iv. Lavoie finale commune
Cette voie finale commune (Figure 5) a pour origine le fragment C3b produit par I'ensemble

des trois voies d’activation du systéeme du complément. Ce dernier va étre a I'origine de
deux phénomenes distincts que sont d’une part, la phagocytose et d’autre part, la lyse du
pathogene. Pour commencer, la phagocytose du pathogeéne va étre permise par la fixation
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Figure 5 : Voie finale commune

Lensemble des voies d’activation du systeme du complément résultent en la production
de fragments C3b participant a deux phénoménes distincts que sont d’une part la
phagocytose et d’autre part la lyse du pathogéne. Cette derniére commence par (1) la
formation d’'une C5-convertase (C4b,2a,3b pour les voies classique et associée aux
lectines ou C3b,,Bb pour la voie alterne) qui va (2) cliver C5 en C5a et C5b. C5b va ensuite
(3) fixer une molécule C6 puis C7 pour (4) former le complexe C5b,6,7 auquel (5) les
molécules C8 et C9 vont s’ajouter pour (6) former un pore appelé complexe d’attaque
membranaire. Ce dernier va permettre la sortie de solutés et d’ions présents dans le
cytoplasme ainsi que I'entrée d’enzymes comme des lysozymes dans la cellule. U'ensemble
de ces perturbations va provoquer (7) la destruction compléte du pathogéne par lyse
cellulaire. La molécule C5a relarguée au cours de la voie finale commune participera
guant a elle a l'inflammation.



de C3b sur le récepteur 1 au complément (Complement Receptor 1: CR1) présent a la
surface des macrophages et des granulocytes. Cette fixation ne suffira pas a elle seule a
activer les macrophages qui aura lieu grace a I'action supplémentaire de C3a et de C5a dont
les récepteurs sont également présents sur les macrophages. C3a et C5a vont également
activer les mastocytes et participer au recrutement des cellules phagocytaires, des
neutrophiles et des monocytes. En effet, les anaphylatoxines C3a, C4a et C5a relarguées
apres activation entrainent la contraction des muscles lisses, augmentent la perméabilité
vasculaire et le recrutement des cellules du systeme immunitaire [49-51]. L'augmentation
de la perméabilité vasculaire va a la fois permettre le recrutement de cellules immunitaires
sur le site de I'infection mais également le transport des cellules présentatrices de |'antigene
(CPA) vers les ganglions lymphatiques favorisant ainsi la mise en place de I'immunité
adaptative.

Outre son réle dans I'opsonisation, C3b est également a I'origine de la voie finale commune
du systéme du complément permettant la lyse du pathogéene et débutant par la formation
de la C5-convertase. Dans le cas des voies classique et associée aux lectines, la C5-
convertase sera formée du complexe C4b,2a,3b [52] tandis que celle de la voie alterne sera
composée de C3b,,Bb [53]. Ces différentes C5-convertases vont avoir un but commun
consistant a cliver C5 en C5a et C5b [54,55]. C5b va ensuite fixer une molécule C6 puis C7
pour former C5b,6,7 [56]. La fixation de C7 entraine un changement conformationnel qui va
exposer un site hydrophobe permettant son insertion dans la membrane. Ce procédé sera le
méme pour les derniers composants C8 et C9 s’associant au complexe C5b,6,7 [57]. Plusieurs
molécules C9 (10 a 16) vont se polymériser pour former un pore appelé complexe d’attaque
membranaire [58]. Le diamétre de ce pore étant de 100 A, il va permettre le passage des
solutés et des ions présents dans le cytoplasme provoquant ainsi une perturbation du
gradient de protons et donc de I'homéostasie cellulaire tout en permettant le passage
d’enzymes comme des lysozymes dans la cellule. L'ensemble de ces perturbations va
provoquer la destruction compléte du pathogéne [59—-61]. Cette action de lyse du pathogéne
par le systeme du complément semble étre secondaire par rapport a celle d’opsonisation par
C3b et de pro-inflammation par les anaphylatoxines. En effet, une déficience en molécules
C5 a C9 ne semble augmenter les risques d’infections que par quelques types de bactéries

[42,62].
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Figure 6 : Principales régulations du systéme du complément

La premiere régulation du systeme du complément consiste en I'inactivation rapide des
composants actifs (fragments généralement notés « b ») ne se liant pas aux pathogenes
dans le but d’éviter qu’ils ne se fixent aux cellules hotes. Il existe également différentes
molécules permettant de réguler le systéme du complément. Ces molécules peuvent étre
membranaires (trinagle) ou plasmatiques (ovale ou rectangle). Un premier point de
régulation se situe au niveau de la voie classique ol (1) Clinh va entrainer la dissociation
du complexe C1. Il existe également le facteur | qui va pouvoir (2) cliver C4b en C4c et C4d
et (2’) cliver C3b en dérivé inactif noté C3bi. La C3-convertase membranaire des voies
classique et associée aux lectines est (3) régulée négativement par C4BP. Les C3-
convertases membranaire et soluble sont toutes les deux régulées négativement par (3 et
4) les facteurs membranaires CR1, DAF et MCP. La C3 convertase soluble de la voie alterne
est quant a elle également régulée par (5) le facteur H. ensemble de ces molécules vont
perturber la formation de la C3-convertase. CR1 et DAF vont entrer en compétition avec le
facteur B et/ou empécher la fixation de Bb potentiellement formé tandis que le facteur
plasmatique H se fixe a C3b. Enfin, la voie finale commune est régulée par (6) CD59
présente sur les cellules hotes et aussi appelée protectine va inhiber la polymérisation de
C9 et donc la formation du complexe d’attaque membranaire.



b) Régulation du systeme du complément

Le systeme du complément permet a I'organisme de lutter contre les infections [63] mais
requiert une forte régulation (Figure 6). En effet, un emballement des cascades d’activation
pourrait avoir des effets déléteres contre le soi [64]. L'une des principales régulations
consiste en l'inactivation rapide des composants actifs (fragment généralement notés « b »)
ne se liant pas au pathogene ce qui permet d’éviter leur fixation aux cellules hotes voisines
ou accessibles via la circulation sanguine. Les autres régulations interviennent a différentes
étapes et mettent en jeu des protéines régulatrices.

N’étant pas activée par des molécules initiatrices spécifiques se liant directement ou
indirectement au pathogene, il est logique que la voie alterne soit celle nécessitant le plus de
régulation. Ainsi, la voie alterne est régulée par CR1 et DAF (Decay-Accelerating Factor) qui
vont entrer en compétition avec le facteur B et/ou empécher la fixation de Bb
potentiellement formé [65]. Il existe également un clivage de C3b en dérivé inactif noté C3bi
par le facteur | [66] présent dans le plasma et ses co-facteurs CR1 et MCP (membrane co-
factor of proteolysis) présents sur la membrane des cellules hotes. De plus, le facteur H, lui
aussi plasmatique, peut également empécher la formation de C3-convertase d’une part en
se fixant a C3b et d’autre part en agissant comme co-facteur du facteur | grace a son affinité
pour l'acide sialique présent sur les cellules des Vertébrés [67,68]. L'ensemble de ces
régulateurs de la voie alterne est bien entendu indispensable pour ne pas entrainer de
dommages collatéraux déléteres pour I'organisme. Le facteur D, appartenant a la voie
alterne, est une exception a bien des égards. En effet, contrairement a de nombreuses
molécules ayant des structures et fonctions équivalentes entre les voies d’activation du
complément et étant codées par des genes homologues souvent groupés au sein du méme
locus, le facteur D ne trouve aucun équivalent fonctionnel dans les deux autres voies et est
également le seul facteur a étre circulant sous forme active plutét que sous la forme d’une
pro-enzyme [69]. Cette derniére caractéristique est essentielle a I'activation de la voie
alterne et sans danger pour les cellules hotes. En effet, le facteur D ne peut cliver son
substrat (facteur B) que lorsqu’il est fixé a C3b c'est-a-dire proche du lieu de I'infection [69].
La voie classique est quant a elle régulée par C1 inhibiteur (Clinh) qui va entrainer la
dissociation du complexe C1 réduisant ainsi son temps d’action sur le clivage de C4 et C2
[70,71]. La fixation des fragments C3b générés par la voie classique sur les cellules hotes est

régulée de la méme maniere que celle décrite pour la voie alterne avec le factor | qui va
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pouvoir cliver C3b en C3bi et C4b en C4c/C4d [66]. Il existe également des protéines
membranaires (cellules hotes) ou plasmatiques qui vont pouvoir agir comme co-facteurs du
Facteur I. Les protéines membranaires sont CR1 [72] et MCP [73] tandis que les protéines
plasmatiques sont C4BP [74-76] et le facteur H [67,68]. De plus, CR1 et DAF vont permettre
de limiter la formation de la C3-convertase en provoquant sa dissociation, en diminuant sa
formation ou encore en agissant comme co-facteurs du facteur | [72]. Enfin, CD59 présente
sur les cellules hotes et aussi appelée protectine, va inhiber la polymérisation de C9 et donc

du complexe d’attaque membranaire [77-79].

c) Evolution du systéeme du complément

La phylogénie du systéme du complément a été beaucoup étudiée [80-84] et il a été mis en
évidence que le systeme du complément est présent au cours de I'évolution chez tous les
Vertébrés ainsi que dans certaines espéces d’Invertébrés. En effet, des composants du
systéme du complément ont été découverts chez les espéces de Vertébrés les plus primitives
comme la Lamproie [85] et les Myxines [86]. De plus, quelques protéines dont les séquences
sont homologues a celles de composants du complément, ont été trouvées chez des
Invertébrés (e.g. étoile de mer, oursins, arthropodes, nématode C. Elegans) mais leurs
fonctions restent a étre définies [87].

L’analyse précise du fonctionnement du systeme du complément chez 'Homme a montré
gue les Ac peuvent activer la voie des lectines via MBL (qui se lie aux carbohydrates des Ig)
et que Clqg peut se fixer directement au pathogene via les PAMP. Ainsi, la voie classique peut
étre activée autrement que par les Ac et ces derniers peuvent également activer la voie des
lectines. Cela ameéne a penser que ces cascades ont évolués a partir de duplications géniques
suivies de divergences fonctionnelles [88]. Cette hypothése est soutenue par le fait que, d'un
point de vue génomique, de nombreux génes codant des molécules du complément (e.g.
facteur H, C4BP, DAF, MCP) sont regroupés [89—91]. Ainsi, des duplications suivies d’une
évolution indépendante pourraient étre a I'origine de cette diversité et donc de la mise en
place de ce systtme complexe et multifonctionnel essentiel a la réponse immunitaire qu’est
le systeme du complément.

D’un point de vue évolutif, les trois voies d’activation du systeme du complément semblent
étre apparues de maniere séquentielle en commencant par la mise en place de la voie des

lectines. Le systeme du complément aurait ensuite évolué a partir de cette derniére pour

22



Clqg + +
MBL +
Ficolines + +
Clir/Cls +
MASP + +
C2/Facteur B + +
Facteur D +
c4 + +
C3 + +
C5 +
Co6 + +
c7 + +
C8 + +
Cc9 +
Facteur H/DAF + +
CD59 +
Facteur | + +
Clinh + +

Tableau 1 : Comparaison des principaux composants du systéme du complément entre
Amphibiens et Mammiféres

Le « + » indique que la protéine a été purifiée et caractérisée ou que des séquences
d’ADNg ou d’ADNc orthologues a celles des mammiféres ont été découvertes. Les
molécules n‘ayant pas de « + » sont toutes censées exister au vu de la découverte d’un
équivalent dans d’autres groupes moins évolués mais leur séquence differe peut étre de
maniére trop importante par rapport a celle des mammiferes (Tableau adapté de Dodds
et al., 2007). Ce type d’étude se base sur les séquences et fonctions des molécules
découvertes chez les mammiferes dans le but de mettre en évidence un équivalent chez
d’autres groupes phylogénétiques mais il se pourrait que dans certains cas, les séquences
aient trop dérivées pour que cela soit possible. D’un point de vue global, le systeme du
complément des mammiferes et des amphibiens semble assez similaire puisque les 3
voies d’activation du systeme du complément aboutissant aux 3 grandes fonctions que
sont I'inflammation ainsi que l'osponisation et la lyse du pathogéne sont retrouvées. De
plus, d’un point de vue moléculaire, de nombreux homologues ont été découverts (e.g.
Clg, MASP, C2/facteur B, C3, C4, C6, C7 et C8 ainsi que les protéines régulatrices :
H/DAF _like, Facteur |, Clinh et properdine). A l'inverse, des homologues pour MBL,
Cl1r/C1s, facteur D, C5, C9, CR3 like et CD59 like restent a étre identifiés chez les
amphibiens. Le fonctionnement global du systeme du complément étant similaire, la
présence de ces molécules ou de molécules ayant une activité similaire est fortement
suspectée.



donner les 3 voies décrites a ce jour chez les Vertébrés a machoire. L'émergence de la voie
classique ainsi que de la voie terminale commune et de ses capacités lytiques apparaissent
donc plus tardivement d’'un point de vue évolutif [92]. En effet, La voie classique est
désormais considérée comme étant une variante de la voie des lectines en se basant sur
I’hypothese selon laquelle C1q se serait spécialisé au cours de I'évolution pour se lier aux Ig
alors qu’il devait auparavant se lier aux PAMP [93].

Pour conclure sur la chronologie d’apparition des voies d’activation du systéme du
complément, les données obtenues a ce jour au niveau moléculaire et fonctionnel (basées
sur la découverte de protéines homologues a MASP, Clq et au facteur D) semblent indiquer
gue la voie des lectines, la voie classique et la voie alterne remonteraient respectivement
aux ascidies (groupe précédant les Vertébrés d’'un point de vue évolutif), aux premiers
Vertébrés (poissons cartilagineux ex : requin, raie) et aux poissons osseux (ensemble des
poissons hormis raie, requin et chimere).

Etant donné le fait que nous avons utilisé a la fois I'amphibien et la souris au cours de cette
these, nous nous sommes demandé s’il pouvait exister des divergences concernant le
systeme du complément. D’'un point de vue global, le systeme du complément des
mammiféres et des amphibiens semble assez similaire (Tableau 1). En effet, tout comme les
mammiféres, les amphibiens présentent les 3 voies d’activation aboutissant aux 3 grandes
fonctions que sont I'inflammation ainsi que I"osponisation et la lyse du pathogene. De plus,
d’un point de vue moléculaire, de nombreux homologues ont été découverts (e.g. Clq,
MASP, C2/facteur B, C3, C4, C6, C7 et C8 ainsi que les protéines régulatrices : H/DAF _like,
Facteur I, Clinh et properdine). A I'inverse, des homologues pour MBL, C1r/C1s, facteur D,
C5, C9, CR3 like et CD59 like restent a étre identifiés chez les amphibiens [93] mais il est a
noter que I'existence de molécules ayant une activité similaire est fortement suspectée chez
ces derniers puisque le fonctionnement global du systeme du complément semble étre
analogue a celui des mammiféres. En effet, ce type d’étude se base sur les séquences et
fonctions des molécules découvertes chez les mammiferes dans le but de mettre en
évidence un équivalent chez d’autres groupes phylogénétiques. Cependant, il se pourrait
que l’évolution indépendante a partir d’ancétres communs empéche la découverte de
certains homologues [93]. Ainsi, bien qu’il ait été moins étudié, il semblerait que le systeme

du complément des amphibiens soit équivalent a celui des mammiferes.
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Figure 7 : Schéma général des principales étapes de la Rl adaptative

Les DC vont pouvoir (1) cross-présenter I'Ag aux LT CD8* naifs qui vont (2) se différencier
en LT cytotoxiques (LTc) et lyser les cellules cibles. Elles peuvent également (3) présenter
I’Ag aux LT CD4* qui vont (4) se polariser en LT helper (LTh) responsables de I'orchestration
et/ou de la régulation de la Rl en participant notamment a l'activation des LTc et des LB.
Les LB vont (5) se différencier en plasmocytes qui vont (6) sécréter des Ac.



C. L'immunité adaptative
1) Généralités

La Rl adaptative est plus longue a se mettre en place car, contrairement a la Rl innée, elle est
spécifique au pathogene. C’'est pour cette raison qu’elle est aussi appelée Rl secondaire ou
spécifique. Les principaux acteurs de la Rl adaptative sont les cellules présentatrices de
I'antigene (CPA) (regroupant principalement les macrophages et les cellules dendritiques
(DC)) ainsi que les lymphocytes (Figure 7). Ces derniers sont constitués des lymphocytes B
(LB) qui sont responsables de la production d’Ac et des lymphocytes T (LT). Les LT peuvent
quant a eux &tre subdivisés en LT CD8" qui sont cytotoxiques (LTc) et en LT CD4" (LT helper :
LTh ou auxiliaires) qui vont se polariser en différents profils permettant d’'une part, de
soutenir I'action des LB et d’autre part, de mettre en place une réponse adaptée au
pathogene.

Afin d’assurer le processus dynamique qu’est la Rl, certaines cellules appartiennent a la fois
au pan inné et au pan adaptatif comme les CPA. Dans ce contexte, les DC sont des cellules
trés importantes puisqu’elles vont permettre le passage entre Rl innée et Rl adaptative grace
a leur fonction de présentation de I'antigéne. En effet, les DC appartiennent a la famille des
CPA tout comme les macrophages (cf. partie I.A.2.). Elles sont cependant qualifiées de
professionnelles car il semblerait qu’elles constituent le type cellulaire le plus efficace quant
a la présentation de I’Ag aux LT. Elles appartiennent ainsi a la Rl adaptative de par leur
fonction de polarisation des LT CD4" naifs vers différentes sous-populations de LTh. Chaque
sous-population de LT CD4" aura une action sur des effecteurs de la Rl spécifiques au
pathogéne et la coopération entre DC et LT CD4" est par conséquent vitale pour la mise en
place de la Rl adaptative. Il est également a noter que les cellules dendritiques peuvent
interagir avec les LT CD8" grace a un phénomeéne appelé : présentation croisée de I’Ag. Dans
ce manuscrit, nous nous intéresserons plus particulierement aux DC ainsi qu’a leurs

partenaires principaux, les LT CD4".

2) Les cellules dendritiques
a) Généralités
Contrairement aux LB capables de reconnaitre I’Ag directement sous sa forme native, les LT
ne peuvent quant a eux le reconnaitre que s'il est apprété et présenté par une CPA. Cette

présentation est permise par le fait que les CPA expriment les molécules du Complexe
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Majeur d’Histocompatibilité (CMH). Il faut savoir que le CMH regroupe un ensemble de
molécules membranaires pouvant étre séparé en deux groupes: la classe 1 (CMH 1) et la
classe 2 (CMH II). Le CMH | est constitué de molécules permettant la présentation d’Ag
endogenes ou de molécules du soi et sont par conséquent exprimées par I'ensemble des
cellules nucléés de I'organisme. Le CMH Il est quant a lui exprimé par les CPA et regroupe un
ensemble de molécules permettant la présentation d’Ag exogénes.

Il existe plusieurs types cellulaires appartenant au Sl et capables de réaliser la présentation
de I'antigeéne tels que les monocytes, les macrophages, les LB et les DC. Cependant, les DC
présentent un intérét tout particulier car elles sont qualifiées de CPA professionnelles en
raison de leur efficacité plus élevée a capturer et a présenter I'antigéne par rapport aux
autres CPA. En effet, elles sont capables de mettre en place un ensemble de mécanismes
leur permettant de capter I’Ag tels que la phagocytose [7], la macropinocytose [94] et
I'expression de récepteurs impliqués dans I'’endocytose tels que DEC-205 [95] ou les
récepteurs aux Fc des anticorps couplés aux antigénes. Une fois I’Ag capturé, les DC vont
subir un phénomeéne complexe appelé maturation durant lequel elles vont acquérir une
capacité accrue a présenter I’Ag et a migrer vers les tissus lymphoides. Durant la maturation,
les DC vont exprimer une grande quantité de CMH et de molécules de co-stimulation
indispensables a la présentation de I’Ag. De plus, elles vont également exprimer CCR7 qui est
un récepteur aux chimiokines CCL19 et CCL21. L'expression de CCR7 par les DC va leur
permettre de migrer par chimiotactisme vers les tissus lymphoides tels que la rate et les
ganglions lymphatiques ou elles vont terminer leur maturation [96] et produire des
chimiokines afin d’attirer les LB et les LT [97]. Il est a noter que des DC spléniques activées
par la présence d’Ag vont devoir migrer vers la zone marginale riche en LT [98]. La
présentation de I’Ag par les DC va dépendre du type de LT. Classiquement, les DC présentent
un Ag exogeéne via le CMH Il aux LT CD4" qui seront alors polarisés en LT régulateurs (jouant
un réle dans la régulation de la Rl) ou vers divers profils de LTh adaptés au pathogéne.
Cependant, plus rarement, les DC sont capables de réaliser une présentation croisée ou
« cross-présentation » [99,100]. Cette derniere consiste a présenter un Ag exogene via le
CMH | aux LT CD8" qui pourront ensuite éliminer la cellule infectée par le pathogéne dont
provient I'Ag.

Il est a noter que le processus de présentation antigénique est également impliqué dans la

tolérance vis-a-vis du soi et peut donc avoir lieu constitutivement en absence de
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Figure 8 : Schéma des principales étapes de différenciation des DC en cDC et pDC

Au sein de la moelle osseuse, le progéniteur commun myéloide (CMP) va se différencier
en progéniteur commun aux monocytes/macrophages et aux DC (MDP). Une partie des
MDP vont donner les monocytes tandis que le reste va donner le progéniteur commun
aux DC (CDP). Les monocytes vont passer dans la circulation sanguine et pouvoir se
différencier en macrophages s'ils infiltrent les tissus. Le CDP va quant a lui donner
naissance aux pDC matures directement dans la moelle osseuse ou passer par un stade
intermédiaire appelé préDC pour précurseur des DC. Les pDC matures ainsi que les préDC
vont rejoindre la circulation sanguine. Les préDC vont alors migrer vers les organes
lymphoides au sein desquels il vont donner naissance aux cDC matures. L'ensemble des
cDC, pDC et macrophages pourront étre localisés dans les organes périphériques
lymphoides ou non lymphoides en tant que cellules résidentes.



pathogéne. En effet, les DC présentes partout dans I'organisme vont pouvoir capter les Ag
du soi provenant de tissus spécialisés périphériques afin de les présenter, aprés migration,
aux LT en cours de maturation dans le thymus. Dans ce contexte, il a notamment été montré
que les DC étaient capables de présenter des peptides issus de cellules apoptotiques
[101,102]. Pour cela, elles vont capter les Ag du soi issus de l'apoptose des cellules
somatiques, exprimer CCR7 et migrer vers les ganglions lymphatiques [103,104]. Ainsi, les DC
pourraient étre capables de présenter de nombreux Ag du soi issus du renouvellement des
cellules somatiques participant ainsi a I'élimination des LT auto-réactifs et donc a la
prévention de I'apparition de maladies auto-immunes. Par conséquent, les DC se situent au
carrefour entre Rl innée et adaptative puisqu’elles sont capables de détecter le pathogene
(PRR), de capter les Ag, de les présenter et de polariser les LT CD4" afin de mettre en place
une réponse spécifique. De plus, les DC sont également au centre de ce qui est appelé la
tolérance vis-a-vis du soi [105,106] et constituent par conséquent un type de cellules

immunitaires essentiel pour le maintien de I’homéostasie de I’organisme.

b) Différenciation et phénotype
Les DC ne sont viables que durant quelques jours ce qui nécessite un renouvellement
continu a partir de la moelle osseuse dans le but de maintenir leur nombre et de ne pas
induire d’auto-immunité [107,108]. Les DC peuvent étre subdivisées en deux sous-
populations principales que sont les DC conventionnelles ou classiques (cDC) et les cellules
dendritiques plasmacytoides (pDC). La différenciation et I'’expansion des lignées spécifiques
de DC sont contrblées par des cytokines d’origine hématopoiétique dont les plus connues
sont le ligand de Flt-3 (Fms-like tyrosine kinase 3 ligand ; Flt-3L) et le GM-CSF (Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulating Factor) [109]. Pendant leur différenciation, les cDC et pDC
vont acquérir les marqueurs spécifiques essentiels a leurs fonctions. Elles se développent
(Figure 8) a partir de précurseurs exprimant les récepteurs au Flt-3L [110,111] et issus du
progéniteur commun myéloide (CMP). Le CMP va donner des progéniteurs communs aux
monocytes/macrophages et aux DC appelés MDP [112]. Les MDP sont une population
cellulaire hétérogéne dont une partie va donner des cDC et des pDC et l'autre des
macrophages [113]. En effet, la partie des MDP donnant des DC va d’abord passer par un
stade intermédiaire appelé CDP (Common DC Progenitor) [114,115] qui exprime le récepteur

au FIt3 (FIt3R") et va se différencier en un précurseur a capacité restreinte (puisque ne
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Figure 9 : Schéma des principales différences entre les cellules dendritiques
conventionnelles (cDC) et les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)

Les DC sont constituées de 2 sous-populations, les cDC et les pDC, qui different par les
niveaux d’expression de certains marqueurs tels que le CD11c, B220, mPDCA1, CMHII,
CD86, CD80 et CD40. Elles expriment également différents types de TLR et différentes
cytokines ce qui leur donnent un réle distinct mais complémentaire au sein de la réponse
immunitaire.



pouvant donner que des DC) appelé préDC. Ce dernier va migrer vers les organes
lymphoides ou il va se différencier en cDC immatures sous l'influence du Flt-3L [114,115]. Les
pDC vont quant a elles se différencier directement dans la moelle osseuse a partir des CDP,
dépendamment du facteur de transcription E2-2 [116]. Il est cependant a noter que les pDC
semblent provenir a la fois de la lignée lymphoide et de la lignée myéloide mais le
précurseur lymphoide des pDC n’a cependant pas encore été identifié de fagon certaine
[117].

Les DC représentent un systeme complexe composé de nombreuses sous-populations, ayant
des fonctionnalités et des localisations différentes [118-120] et qui sont capables d’orienter
la Rl vers divers profils [121-123]. Chaque sous-population étant caractérisée par un
ensemble de marqueurs qui va différer selon I'organisme étudié, les sous-populations de DC
humaines ne sont par conséquent pas classées selon les mémes marqueurs phénotypiques
gue les DC murines. Cette thése portant sur les DC d’origine murine, nous décrirons donc les
diverses sous-populations en utilisant la classification selon les marqueurs phénotypiques

murins.

c) Les différentes sous-populations de DC murines
Les DC murines peuvent étre subdivisées en cDC et en pDC (Figure 9). Les cDC expriment
fortement les marqueurs CD11lc (une protéine transmembranaire de type intégrine) et
CMHII et peuvent étre séparées en 2 sous-populations principales [24] selon leur expression
ou non de CD8a. Les DC CD8a" sont localisées dans les zones riches en LT de la rate et des
ganglions lymphatiques alors que les DC CD8a’™ sont localisées dans la zone marginale de la
rate [124-126]. Il est a noter que leur développement dépend de facteurs de transcription
différents et qu’elles sont capables d’induire des réponses différentes. En effet, il semblerait
que les DC CD8a" induisent préférentiellement une réponse Thl tandis que les DC CD8a~
induiraient plutdt une réponse Th2. De plus, les CD8a* seraient plus efficaces pour réaliser la
présentation croisée des Ag [127]. Les pDC quant a elles, expriment plus faiblement CD11c et
sont caractérisées par l'expression d’autres marqueurs (e.g. mPDCA1l et B220) et la
production de grandes quantités d’IFN de type | en réponse a une infection virale. Il est
cependant a noter que I'expression de mPDCA1 et B220 n’est plus spécifique aux pDC en

condition d’activation [128,129]. De plus, au sein des organes lymphoides, les cDC et pDC
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peuvent également étre caractérisées sur leur niveau d’expression du CMHIl et des
molécules de co-stimulation [130].

Notre projet s’intéresse particulierement aux pDC et cDC spléniques murines ainsi qu’aux DC
différenciées a partir de moelle osseuse (BMDC). Il faut savoir que les sous-populations
décrites ci-dessus sont présentes dans la rate et les ganglions [131,132] et se développent
toutes a partir de FIt-3L [133]. Néanmoins, il existe d’autres sous-populations de DC puisque,
une fois différenciées, les DC migrent via la circulation partout dans I'organisme ou elles
vont jouer le role de sentinelles. C’est d’ailleurs la raison pour laquelle elles sont souvent
localisées au niveau de sites d’entrée des pathogénes (e.g. peau ; poumons ; intestins). Ainsi,
la peau contient des sous-populations de DC classées différemment par rapport a ce qui a
été décrit ci-dessus et selon le niveau de profondeur étudié. En effet, au niveau le plus
périphérique, c'est-a-dire I'épiderme, nous allons retrouver les cellules de Langerhans tandis
gu’au niveau du derme sera localisé un autre type de DC appelé DC dermale et pouvant étre
subdivisé en plusieurs sous-populations. Outre la peau, d’autres organes non lymphoides
(e.g. lamina propria ou poumons) vont également abriter des sous-populations de DC
classées cette fois-ci selon des marqueurs différents puisqu’elles présenteront un phénotype
adapté a leur microenvironnement. Enfin, il est a noter qu’en plus de ces sous-populations
observées a I'état basal, c'est-a-dire en absence de pathogenes, il existe d’autres sous-
populations comme les DC inflammatoires appelées ainsi car elles vont se différencier a

partir de monocytes mais uniguement en condition inflammatoire [134,135].

d) Différenciation de DC in vitro
Des modeles de différenciation in vitro ont été développés afin de palier la faible abondance
de DC chez la souris et donc de faciliter leur étude. Deux approches sont bien décrites dans
la littérature et utilisent les facteurs Flt-3L [125] ou une combinaison de GM-CSF et d’IL-3 ou
4 [109]. Pour ces deux modeles, des cellules de moelle osseuse sont incubées pendant 7 a 10
jours en présence de ces facteurs. Il a été montré que la différenciation utilisant la
combinaison GM-CSF/IL-4 permet I'obtention majoritaire de cDC ayant un phénotype plutot
inflammatoire. Par contre, la différenciation des DC avec du Flt-3L permet d’obtenir des cDC
et des pDC immatures [136]. Par conséquent, la différenciation de cellules dendritiques a
partir de moelle osseuse, appelées BMDC, via un traitement au Flt-3L est préférable. En

effet, elle permet d’étudier la fonction des DC in vitro puisque les cDC et pDC obtenues
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présentent une réponse cellulaire plus proche des conditions physiologiques par rapport a
celle obtenues apres différenciation au GM-CSF [137-139]. De plus, il a été montré qu’un
traitement au Flt-3L stimulait la production de DC fonctionnelles in vivo [140]. Enfin, la
différenciation de DC a partir de moelle osseuse permet |I'obtention d’une grande proportion
de pDC essentielles a la réponse antivirale mais également a la réponse adaptative a travers
la polarisation des LT CD4" [141]. Dans ce modele, la maturation des DC différenciées a partir
de moelle osseuse peut ensuite étre induite par I'ajout de LPS afin de pouvoir étudier le
phénotype basal ainsi que le phénotype activé/maturé des différentes sous-populations de

BMDC.

e) Phénotype d’activation/maturation des DC

i. Phénotype immature des DC
Une fois résidentes au sein des organes lymphoides et des tissus périphériques, les DC

présentent un phénotype immature [24,142]. La premiere caractéristique des DC immatures
est I'expression de divers PRR leur permettant de détecter un grand nombre de pathogénes
différents [121,143,144]. Les DC possedent des PRR (e.g. TLR (Toll like receptors), CLR (C-
type lectin like receptors), RLR (retinoic acid—inducible gene (RIG)-I-like receptors) et NLR
(NOD-like receptors)) qui leur permettent de détecter les pathogenes [145-147]. Dans le cas
des TLR, chaque sous-population de DC va exprimer un répertoire différent et la signalisation
découlant de ceux-ci va également varier contribuant ainsi a leur spécialisation fonctionnelle
[148]. Par exemple, les pDC expriment principalement les TLR-7 et -9 intracellulaires
permettant la détection spécifique d’ARN et d’ADN non méthylé caractéristiques des virus
expliquant ainsi leur spécialisation fonctionnelle antivirale [149]. Les cDC expriment quant a
elles, majoritairement les TLR responsables de la détection des composants de la
membrane/paroi bactérienne ainsi que des flagelles tels que les TLR 1, 2, 4, 5 et 6 qui sont
membranaires. Il est a noter que la détection du LPS est assurée spécifiquement par le TLR4.
Tout comme les TLR, le répertoire de CLR varie également en fonction de la sous-population
de DC considérée. Parmi les CLR peuvent étre retrouvés DEC205 et les récepteurs DCIR
(Dendritic Cell ImmunoReceptor) 1 et 2 qui sont impliqués dans le processus de présentation
croisée [150-152]. Il est cependant a noter que, contrairement aux TLR, la fixation du ligand
sur son CLR engendre généralement une diminution de la fonctionnalité des DC. Cette

caractéristique pourrait venir du fait que de nombreux CLR ont pour ligands des molécules
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Figure 10 : Schéma des principales étapes de la maturation des DC

(1) La reconnaissance d’un pathogéene via linteraction PAMP/PRR ainsi que (2)
I'internalisation de I’Ag vont entrainer (3) la maturation des DC. LUAg va alors subir (4) une
protéolyse qui va générer des peptides et ces peptides vont étre (5) couplés au CMHILI. Les
DC activées et matures vont également (6) produire les molécules de co-stimulation
(CD40, CD80 et CD86) qui vont (7) étre exprimées a la membrane avec les complexes
CMHIl/peptides.



exprimées par des cellules apoptotiques [153] et pourraient ainsi participer a I'induction de
la tolérance vis-a-vis des antigenes du soi en permettant leur présentation mais en limitant
la maturation des DC afin qu’elles n’engendrent pas de réponse envers eux. Pour ce qui est
des NLR et RLR, ils sont présents au niveau cytoplasmique, activent les voies et
I'inflammasome [145,154—-156] et sont par conséquent impliqués dans la réponse antivirale.

La seconde caractéristique des DC immatures est leur capacité a capturer les Ag via des
mécanismes faisant intervenir ou non des récepteurs [24,142]. Enfin, les DC immatures sont
caractérisées par une faible expression du CMH Il et des molécules de co-stimulation ce qui
ne leur permet pas d’activer les LT et participerait ainsi a un état basal de tolérance du Sl en

absence de pathogene [24,142,157].

ii. Phénomenes d’activation/maturation
Les DC présentes en périphérie sont phénotypiquement et fonctionnellement immatures en

absence de pathogénes puisqu’elles maintiennent un niveau basal faible d’expression des
molécules de co-stimulation [132,158,159] et ne sont, par conséquent, pas capables
d’activer les LT [159]. A l'inverse, en présence de pathogénes, les DC vont s’activer (Figure
10) via la reconnaissance PAMP/PRR et vont également internaliser les Ag et les appréter
afin de les présenter. Au cours de |'activation des DC, I’Ag va subir une protéolyse (par
acidification des vésicules) et les peptides en résultant vont étre couplés au CMHII. Le
complexe peptide/CMHII va ensuite étre exprimé a la surface des DC [160,161]. Ainsi,
I'activation des DC va entrainer un processus appelé maturation durant lequel elles vont
exprimer les molécules de CMH liées a I’Ag ainsi que les molécules de co-stimulation telles
que CD40, CD80 et CD86 [162—-165] en quantité suffisante pour permettre |'activation des
LT [166]. Il est a noter que les DC immatures maintiennent des réserves de CMHII [167,168]
et d’enzymes [164,169] impliquées dans I'apprétement de I'antigéne et qui sont stockées
dans des vésicules cytoplasmiques tandis que les molécules de co-stimulation sont produites
durant la maturation [170]. La libération de ce stock de CMHII participe a la maturation des
DC puisque la molécule «li », une chaperonne du CMHIlI permettant le chargement du
peptide [171], module la migration des DC vers les ganglions lymphatiques. Ainsi, le stock de
CMHII intracellulaire participe au réle de sentinelle des DC non activées. De plus, il est a
noter que l'activation des DC va également provoquer la diminution des molécules
responsables de I'ubiquitination du CMHII (participant ainsi a son expression membranaire)
et que ces molécules régulent également I'expression de CD86 (mais pas de CD80) [172,173].
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Concernant CD40, cette molécule n’est pas synthétisée a I'avance contrairement au CMHII,
mais son expression est induite par les signaux de maturation résultant de I'activation des
DC.

Les molécules CMHII, CD40, CD80 et CD86, dont I'expression est augmentée apres activation
des DC, sont par conséquent appelées « marqueurs de maturation » et les DC les exprimant
fortement sont considérées comme ayant un phénotype mature. Cependant, le phénotype
mature d’une DC ne se limite pas a la seule expression de ces marqueurs mais également au
fait qu’elles vont acquérir la capacité a migrer et a produire diverses cytokines selon le type
de réponse a mettre en place. En effet, 'expression du récepteur aux chimiokines CCR7 va
augmenter au cours de la maturation des DC [174,175]. Ce dernier est le récepteur de CCL19
qui est une chimiokine exprimée dans les zones riches en LT des ganglions lymphatiques ou
de la rate [176] ce qui va provoquer le chimiotactisme des DC activées et matures vers ces
zones ol le contact DC/LT sera favorisé et permettra ainsi la présentation antigénique
[104,177)].

Lorsque I'ensemble de ces modifications sont mises en ceuvre, les DC vont étre capables de
migrer, de présenter I’Ag, de produire des cytokines et par conséquent d’activer les LT. Elles
sont donc considérées comme fonctionnellement matures [158,178]. A noter qu’une DC
peut étre phénotypiquement mature mais fonctionnellement immature si, par exemple, elle
exprime les marqueurs de maturation mais ne produit pas I'ensemble des cytokines utile a
sa fonction [178,179]. Un stimulus critique assurant le passage du stade phénotypiquement
mature au stade fonctionnellement mature est la détection directe du pathogene via la
fixation de I’Ag sur les PRR [178]. La liaison de I’Ag sur le TLR va par conséquent induire la
maturation a la fois phénotypique et fonctionnelle des DC mais également moduler d’autres

caractéristiques cellulaires (e.g. cytosquelette ; durée de vie de la cellule) [180-183].

iii. Régulation de la maturation/activation
La maturation des DC ayant de grandes conséquences quant a la mise en place de la Rl, ce

phénoméne complexe doit par conséquent étre finement régulé afin d’éviter une réponse
en absence de menace. Plusieurs acteurs vont jouer un rOle dans ces régulations et
notamment i) les cytokines IL-6 et IL-10 ainsi que le facteur de transcription STAT3 associé a
leur signalisation et ii) l'inhibiteur de signalisation cytokinique SOCS1. Pour commencer,
nous allons nous intéresser aux axes IL-6/STAT3 et IL-10/STAT3. L’IL-10 a un rble anti-
inflammatoire bien connu tandis que I'lL-6 peut avoir une action pro- ou anti-inflammatoire
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en fonction du contexte. En effet, son action pro-inflammatoire est connue dans un contexte
infectieux mais il est a noter qu’en absence de pathogene, I'lL-6 semble avoir une action
anti-inflammatoire sur les DC. Cette notion est supportée par le fait que des souris X
présentent des DC exprimant fortement le CMHII et CD86 de maniere spontanée [184]. De
plus, des DC n’exprimant plus STAT3 vont étre trés inflammatoires [185] mais ne seront pas
phénotypiquement matures ce qui amene a penser que l'axe IL-10-STAT3 diminue la
production de cytokines [186], tandis que I'axe IL6-STAT3 diminue I'expression de CMHII et
CD86 par les DC [184,187,188]. Pour finir, SOCS1 (Suppressor of cytokine signaling-1) est un
inhibiteur de plusieurs cascades de signalisation des cytokines [189] telles que I'lFN-I. Cette
cytokine ayant un réle important dans la maturation des cDCs et des pDCs en induisant
I’expression des marqueurs de maturation [23,190], il semblerait par conséquent que SOCS1
permette aux DC de conserver un phénotype immature en absence de pathogéene méme si
des cytokines pro-inflammatoires sont présentes. Cette régulation du phénotype de
maturation des DC par SOCS1 permet d’éviter notamment le développement de maladies
auto-immunes. De la méme maniére, la protéine A20 permettrait d’éviter que les DC ne
maturent en absence de pathogéne en régulant de nombreuses cascades de signalisation
impliquées dans la maturation des DC [191-194].
f) Fonctions des cellules dendritiques
i. Laprésentation antigénique

Les DC phénotypiquement et fonctionnellement matures ayant migrées vers les organes
lymphoides vont devoir présenter I’Ag aux LT CD8" via le CMHI (cross présentation) ou aux
LT CD4" via le CMHIL. La présentation de I’Ag nécessite une interaction entre DC et LT qui
vont entrer en contact de maniére séquentielle pour former une structure particuliere
appelée synapse immunologique.

Dans un premier temps, la rencontre entre une DC et un LT est initiée par des mécanismes
d’adhérence cellulaire indépendants de I’Ag. Cette étape permet au récepteur des LT, le TCR
(T cell receptor), d’analyser la surface des DC dans le but de reconnaitre un antigéne
spécifique. Lorsque le peptide approprié est reconnu par le TCR, différents mécanismes
permettant la stabilisation d’un contact étroit entre les deux cellules se mettent en place.
Cette étape, antigéne dépendante, est associée a un élargissement de la zone de contact

entre les deux cellules qui correspond a la formation de la synapse immunologique ou SMAC
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Figure 11 : Représentation schématique de la synapse immunologique

Les cDC et pDC expriment le CMHII et les molécules de co-stimulation CD80/CD86 et
CDA40. Lors de la formation de la synapse, ces molécules vont s’apparier respectivement,
au TCR, a CD28 et au CD40L présents sur les lymphocytes T (LT) pour former la zone
centrale du complexe d’adhésion supra-moléculaire (cSMAC). La zone périphérique
(pPSMAC) va étre formée par la liaison entre ICAM-1 (DC) et LFA-1 (LT naif). Une 3¢™e zone,
dite distale (ASMAC), assure un contact plus stable et prolongé entre la DC et le LT CD4".



(Supra molecular adhesion complex) (Figure 11). La synapse immunologique est organisée
en trois zones concentriques appelées cSMAC pour la zone centrale (central-SMAC), pSMAC
pour la zone périphérique (peripheral-SMAC) et dSMAC pour la zone distale (distal-SMAC)
[195,196] . La zone cSMAC est caractérisée par les liaisons TCR/CMHI ou Il, CD28/CD86-CD80
et CD40L/CD40 pour LT/DC. La zone intermédiaire appelée pSMAC est caractérisée par les
liaisons LFA-1/ICAM 1 pour LT/DC et la zone dSMAC est quant a elle composée de molécules
plus diverses (e.g CD45).

Cette structure stable va permettre |'activation des LT via les voies de signalisation du TCR et
des molécules de co-stimulation. L’activation des LT CD4" requiert une séquence de trois
signaux : la liaison du TCR (signal 1), la liaison de molécules de co-stimulation comme CD86
(signal 2) et enfin, la présence de cytokines telles que I'IL-2 (signal 3) [197—-200]. De plus, la
formation de la synapse immunologique requiert également une réorganisation du
cytosquelette [201,202] essentielle a I'activation des LT [203,204]. La présentation de I'Ag
(via la formation d’une synapse immunologique) ainsi que la production cytokinique des DC
vont ainsi déterminer la polarisation des LT CD4" naifs vers différents profils présentés ci-

dessous.

ii. Polarisation des LT CD4*
Aprés décodage et intégration de I'information vis-a-vis du type d’antigéne détecté suivie

d’'une maturation phénotypique et fonctionnelle, les DC vont mettre en place une réponse
adaptée en stimulant les LT CD4" spécifiques au peptide antigénique présenté [166]. Elles
vont notamment sécréter un ensemble de cytokines qui vont permettre de polariser les LT
CD4" naifs vers différents profils : Th1, Th2, Th17 ou Treg [205-208] (Figure 12). Il est a noter
que les cDC sont trés efficaces pour mettre en ceuvre cette polarisation des LT CD4" mais
qgue les pDC, impliquées dans la réponse antivirale, sont également capables de polariser des
réponses Th2, Thl7 et Treg [209-211].

Les DC murines spléniques CD8a" secrétent de plus grandes quantités d’IL-12p70 par rapport
aux DC CD8a [126,212,213] et polarisent donc une réponse Th1 [119,120] (Figure 9 et 12).
Les LT CD4" Th1 produisent a leur tour de I'IFN-y (Figure 12) activant ainsi les macrophages
et les cellules NK. A I'inverse, les DC CD8a’ secretent quant a elles une plus grande quantité
d’IL-10 polarisant ainsi vers une réponse de type Th2 [214-216]. Les Th2 ainsi polarisés vont
sécréter d’une part de I'lL-5 activant les éosinophiles et d’autre part, de I'lL-4 soutenant la
production d’Ac appropriés par les LB (Figure 12). Il est cependant a noter qu’une réponse
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Figure 12 : Schéma de la polarisation des LT CD4* naifs par les DC

La cellule dendritique va déterminer le devenir du LT naif grace a la sécrétion de diverses
cytokines qui vont engendrer sa différenciation en LT CD4* (auxiliaires) de type 1 (Th1), 2
(Th2), 17 (Th17) ou régulateur (Treg). Chaque sous-type de LT CD4* va engendrer une
réponse immunitaire adaptée a I’Ag présenté par la DC via la synapse immunologique.



de type Th2 peut également étre induite par une sécrétion d’IL-4 [217] et que ces
polarisations par des sous-populations de DC sont préférentielles et non pas exclusives
[218]. En effet, I'orientation vers un profil préférentiel de Th par les DC dépend de nombreux
facteurs, tels que les TLR exprimés ou les facteurs solubles présents dans le milieu (e.g.
facteurs tissulaires ; cytokines) et peut donc étre modulée [121,208]. Cette derniére notion
est supportée par le fait que chaque sous-population de DC n’exprime pas un seul de type de
PRR mais un répertoire ce qui leur permet de répondre a une variété de stimuli provenant

de nombreux pathogenes différents et par conséquent d’induire plusieurs types de réponse.

» Polarisation Th1
La cytokine la plus importante pour la mise en place d’une réponse Th1l est I'lL-12 [219,220]
qui va étre produite par les DC aprés activation de leur TLR et des cascades de signalisation
en résultant [221]. L'IL-12 va agir sur les Th1 qui vont produire de I'IFN-y et du TNF- (Figure
12). Les Th1l expriment le facteur de transcription T-bet [222] qui peut étre également
exprimé par les DC. Si tel est le cas, ces derniéres vont étre a méme d’induire de maniére
optimale une réponse Thl [223]. Les Thl sont impliqués dans la protection contre des
pathogenes intracellulaires (virus, bactéries) en agissant sur les macrophages et les cellules
NK (Natural Killer) ainsi qu’en promouvant I'expansion des LTc (LT cytotoxiques) [224].

L'ensemble de ces effecteurs va permettre I'élimination des cellules infectées.

» Polarisation Th2
La polarisation des Th2 par les DC est moins claire que pour celle des Th1 car elle semble
étre dépendante de nombreux facteurs tels que I’activation des PRR (notamment le TLR2)
[225], la détection de certaines molécules et la coopération avec d’autres cellules du
systéme immunitaire. En effet, une coopération entre DC et LB [226,227] mais également
entre DC et basophiles [228] ont été montrées comme induisant une réponse Th2. Dans
tous les cas, les cytokines induisant préférentiellement une réponse Th2 sont I'lL-4 et I'IL-10.
Une fois polarisés, les Th2, dont le facteur de transcription signature est GATA-3, vont eux
aussi sécréter de I'lL-4 et sont impliqgués dans la protection contre des pathogénes
extracellulaires (parasites, bactéries). Ils sont également impliqués dans les allergies
puisqu’ils vont provoquer la production d’IgE par les plasmocytes qui eux-mémes vont agir
sur les éosinophiles permettant ainsi la destruction de parasites tels que les helminthes

[224]. Une réponse excessive de type Th2 peut provoquer des allergies puisque les IgE vont
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se fixer sur leurs récepteurs exprimés a la surface des basophiles et des mastocytes et

induire la libération d’histamine [229].

» Polarisation Th17

Les DC produisent les IL-6, IL-1, IL-23 ainsi que du TNF qui vont induire une polarisation de
type Th17. Les Th1l7 produisent notamment les IL-21 et -22 mais également I'lL-17 d’apres
laquelle ils ont été nommeés. lls expriment le facteur de transcription RORyt et sont
responsables de l'orchestration d’une RI dirigée contre les myceétes et les bactéries
extracellulaires, notamment au niveau des muqueuses, en agissant sur les neutrophiles
ayant une action antimicrobienne [230].

De plus, les Th17 ont été montrés comme étant impliqués dans de nombreuses pathologies
d’origine auto-immune telles que la sclérose en plaque, la polyarthrite rhumatoide et les

maladies inflammatoires chroniques des intestins comme la maladie de Crohn [231,232].

» Polarisation des Treg
En plus de la mise en place d’une Rl permettant au S| de se défendre contre une grande
variété de pathogénes, les DC participent également a sa régulation en induisant la tolérance
[157,233]. En effet, une déplétion in vivo des DC a montré un développement spontané de
troubles auto-immuns dus a un défaut de tolérance au niveau des LT [234]. Comme cela a
été indiqué plus haut, une grande majorité des DC présente un phénotype immature
caractérisé par une faible expression du CMH et des molécules de co-stimulation ce qui
induit une tolérance au niveau des LT qu’elles ne sont pas capables d’activer [157]. Ce
phénoméne de tolérance est assuré par les Treg qui sont polarisés par les DC tolérogenes.
Les DC tolérogénes présentent un phénotype mature caractérisé par une augmentation de
I’expression membranaire du CMHII et des molécules de co-stimulation. Cependant, ces DC
ne sont pas fonctionnellement matures car elles ne produisent pas de cytokines pro-
inflammatoires. De nombreux facteurs peuvent participer a I'apparition de DC tolérogenes
comme la présence de cytokines anti-inflammatoires (e.g. IL-10 ou TGF-B) mais également
d’autres médiateurs ayant eux aussi une action anti-inflammatoire (e.g. prostaglandine E2,
divers dérivés métaboliques) [233,235]. Enfin, la localisation des DC dans I'organisme joue
également un role, comme par exemple la muqueuse intestinale ou les DC peuvent

rencontrer des pathogénes mais également des micro-organismes commensaux [233]. La
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flore commensale étant indispensable a I'organisme, les DC vont adopter un phénotype
tolérogene afin de ne pas induire de Rl contre celle-ci.

Ainsi, les Treg polarisés par les DC tolérogenes sont impliqués dans la régulation de la Rl ainsi
qgue dans les phénomenes de tolérance vis-a-vis du soi. Ills expriment le facteur de
transcription FoxP3 et secrétent I'lL-10, I'IL-4 et le TGF-B. Les Treg vont réguler les réponses
de type Thl, Th2 et Th1l7 [236,237] et sont par conséquent indispensables puisqu’ils
permettent de réguler I'inflammation (afin d’éviter la mise en place de réponses auto-
immunes ou allergiques) et vont également étre impliqués dans la tolérance vis-a-vis des Ag

du soi.
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II. Le stress

A. Définition
Le stress peut étre défini comme un changement environnemental interne ou externe
perturbant ’lhoméostasie de I'organisme. D’un point de vue évolutif, la réponse au stress est
bénéfique puisqu’elle permet la survie de I'organisme mais le stress peut également avoir
des effets déléteres selon sa nature, sa durée et I'individu lui-méme. Il existe différents types
de stress pouvant étre subdivisés en deux catégories que sont les stress socio-
environnementaux et les stress physiques. Les stress socio-environnementaux sont
extrémement nombreux et regroupent I’ensemble des stress pouvant étre liés aux émotions
comme par exemple les relations inter-individuelles, la vie en société, le travail ou encore
différentes épreuves comme le développement d’une maladie. Les stress physiques quant a
eux, regroupent par exemple le bruit, la pollution, les radiations ou encore les changements
de gravité, de pression et de température.
Selon leur durée, les stress pourront également étre considérés comme aigus ou chroniques.
Le stress aigu correspond a un stress généralement intense et de courte durée (minutes a
heures) tandis que le stress chronique correspond a des agressions intenses ou modérées
qui vont pouvoir étre soit de longue durée (jours/mois), soit de courte durée mais répétées a
des intervalles de temps courts sur une longue durée. Le stress aigu est considéré comme
bénéfique [238,239] alors que le stress chronique est associé a des effets délétéres pour
I'organisme. En effet, du fait de sa durée, le stress chronique va épuiser I'organisme
favorisant ainsi la survenue de pathologies [240-242] comme des maladies mentales
(dépressions, déficiences cognitives), des maladies cardiovasculaires ou encore le cancer
[243]. De plus, le stress chronique impacte fortement le Sl [244-246] soit en diminuant son
efficacité, favorisant ainsi les infections ou les cancers, soit en I'exacerbant, favorisant ainsi
I'apparition de pathologies comme les maladies auto-immunes.
Il existe une variation inter-individuelle importante concernant la perception et la résistance
au stress [239,247]. En effet, cette variation de réponse de chaque individu face a un méme
type de stress semble étre un mélange d’inné (génétique) et d’acquis (expériences vécues
durant la vie de l'individu) en plus d’étre influencée par les facteurs environnementaux
[248-251]. Elle va notamment influencer la quantité et la durée de production des

hormones de stress ce qui va avoir pour conséquence de moduler leurs effets notamment au

37



(Hypothalamus) CRH

(Hypophyse) ACTH

A S
S

£ \\ Glucocorticoides’’

(Surrénales) Catécholamines

Figure 13 : Présentation schématique de l'activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien (HHS) suite a un stress et de sa régulation

La perception du stress au niveau cérébral entraine I'activation de I'axe HHS menant a la
sécrétion en cascade de la CRH (corticotropin-releasing hormone), de I'ACTH
(adrénocorticotrophine) puis d’hormones de stress telles que les glucocorticoides. Ces
derniers sont capables de réguler leur propre sécrétion en exergant un rétrocontrole
négatif sur les glandes surrénales mais également I’hypothalamus et I'hypophyse.



niveau du Sl (e.g. fonction et localisation des cellules du SI au sein de I'organisme)
[245,252,253]. Malgré cette variation inter-individuelle, une réponse générale appelée

« syndrome général d’adaptation », présentée ci-aprés, a cependant été décrite.

B. Laréponse au stress : le syndrome général d’adaptation
La réponse au stress est un processus complexe impliquant de nombreux systémes tels que
le systeme nerveux central (SNC), le systéme immunitaire, le systéme endocrinien et le
systeme cardiovasculaire [254]. La détection d’un stress provoque l'activation de I'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) [255] menant notamment a la production de
différents types d’hormones de stress par les glandes surrénales et par le systéme nerveux
sympathique (SNS) (Figure 13). En effet, les glandes surrénales vont libérer du cortisol
(humain) ou de la corticostérone (murin) tandis que le SNS va produire des catécholamines
telles que la norépinéphrine (= noradrénaline) et I'épinéphrine (= adrénaline). Il est a noter
que d’autres facteurs sont également impliqués dans la réponse au stress comme par
exemple les cytokines [256] (e.g. IL-6 [257] et IL-1B [258]). De nombreux facteurs, en plus du
type de stress et de sa durée, peuvent entrer en compte lors de I'étude des effets du stress
sur lorganisme (e.g. étude in vivo/in vitro; concentration hormonale
physiologique/pharmacologique ; molécules endogéne/synthétique). De plus, le sexe et I'age
de lindividu subissant le stress vont étre des facteurs influencant de maniere tres
importante les effets observés. Néanmoins, étant donné la grande diversité des
hormones/facteurs produits en réponse au stress ainsi que des types cellulaires exprimant
leurs récepteurs, il parait évident que la réponse au stress est en mesure d’influencer
I’ensemble de I'organisme. Cette réponse, appelée « syndrome général d’adaptation », est
constituée de trois phases : la phase d’alarme, de résistance et d’épuisement décrites ci-

dessous.

1) Stress aigu et chronique : la phase d’alarme
Les quelgues minutes suivant la détection du stress par le SNC constituent la phase d’alarme
durant laquelle il va y avoir préparation des systemes cardiovasculaire et musculo-
squelettique. Les catécholamines, produites par le SNS en réponse au stress, sont
responsables des modifications ayant lieu durant la phase d’alarme comme I'augmentation
du rythme cardiaque, de la pression artérielle ainsi que du glucose et des acides gras libres

circulants [259,260]. Elles vont ainsi permettre a I'individu subissant le stress de mettre en
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place la réponse de « combat-fuite » [261,262]. Selon le type de stress, il pourra également y
avoir modification du systéme immunitaire dans le but, par exemple, de préparer
I'organisme a la survenue de blessures. Une amélioration des capacités cognitives de
I'individu en réponse a un stress tel qu’un examen peut également étre observée. La phase
d’alarme a lieu a la fois en réponse a un stress de type chronique et a un stress de type aigu.

Dans le cas d’un stress aigu cependant, elle sera suivie par un retour a ’homéostasie.

2) Stress chronique : les phases de résistance et d’épuisement

Dans le cas d’une exposition a un stress de type chronique, le stimulus stressant va persister
et il y aura mise en place de la phase de résistance durant laquelle I'organisme va puiser
dans ses ressources afin de revenir a un état d’équilibre. Dans certains cas, selon I'individu
ainsi que selon le type et la durée du stress, il va y avoir retour a I’homéostasie si le stress
chronique se termine ou n’est plus percu comme stressant. Par contre, si le stress persiste
trop longtemps ou si I'individu n’est pas capable de le surmonter, il va alors y avoir mise en
place de la phase d’épuisement due a une impossibilité de I'organisme a s’adapter.

La phase d’épuisement correspond a I'épuisement des réserves de I'individu et est marquée
par une hyperactivité de I'axe HHS ce qui provoque une hypertrophie de I’'hypophyse et des
glandes surrénales. Cette hyperactivité méne a une sécrétion importante de cortisol mais
également a d’autres troubles comme de I’hypertension et des changements immunitaires
anormaux. Cette derniére phase du syndrome général d’adaptation a un stress chronique est
par conséquent susceptible d’entrainer la survenue d’un état pathologique (e.g. anxiété ;
dépression; maladies auto-immunes) [243,263-265]. De maniére intéressante, la
perturbation du rythme circadien de production du cortisol chez 'Homme ou de la
corticostérone chez la souris sont des marqueurs coincidant avec les effets déléteres du
stress chronique [240,266,267]. Ainsi, le stress active I'axe HHS mais la réponse mise en

place va pouvoir varier selon la durée du stress.

C. L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
1) Activation de I'axe HHS
Les stress physiques tels que les changements de pression et de température vont étre
détectés par des récepteurs spécifiques (mécaniques ou thermosensibles) présents en
périphérie (ex : mécano et thermorécepteurs cutanés). Ces récepteurs vont émettre des

signaux somatosensoriels acheminés jusqu’au SNC via des fibres nerveuses sensitives [268].
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Les stress socio-environnementaux regroupent quant a eux l'ensemble des stress
susceptibles de perturber I’état émotionnel de I'individu (e.g. isolement, pression sociale). La
détection de ces stress est assurée par les organes sensoriels qui transmettent les
informations au SNC via les innervations afférentes [269]. Au niveau du SNC, il existe un
circuit neuronal composé de I'hippocampe, de I'amygdale et de certaines zones du cortex
préfrontal. Ce circuit est appelé systéeme limbique [269] et va permettre de réguler la
réponse au stress qu’il soit physiologique ou comportemental. Une fois le stimulus intégré et
qualifié comme stressant par le systeme limbique, I’hypothalamus va alors étre stimulé et
sécréter des catécholamines (adrénaline, noradrénaline et dopamine) qui vont permettre
I'activation du systéme nerveux sympathique [270,271]. Outre la sécrétion de
catécholamines permettant I'activation du systeme nerveux sympathique, I’hypothalamus va
également étre impliqué dans la phase de résistance en activant I'axe HHS (hypothalamo-

hypophyso-surrénalien) comme cela a été indiqué plus haut.

2) Fonctionnement de I'axe HHS

En réponse a un stress, I'"hypothalamus va produire de la CRH (corticotropin-releasing
hormone) [272] qui va notamment se fixer au niveau de I'hypophyse et provoquer la
sécrétion d’ACTH (Adrenocorticotropic hormone) dans la circulation systémique. Cette
derniere va ensuite se fixer a ses récepteurs présents au niveau de la couche externe des
glandes surrénales qui vont, a leur tour, produire des glucocorticoides (GC) dans la
circulation sanguine (Figure 13).

Les GC circulants vont étre susceptibles d’agir sur de nombreux types cellulaires en se fixant
sur deux types de récepteurs nucléaires : les récepteurs aux minéralocorticoides (MR ou
récepteur de type 1) et les récepteurs aux glucocorticoides (GR ou récepteur de type Il). Ces
deux types de récepteurs different par leur affinité aux GC ainsi que par leur distribution au
sein de l'organisme impliquant ainsi des actions différentes. En effet, les MR sont
principalement situés au niveau du systéme limbique et de I’hypothalamus alors que les GR
sont présents a la fois au niveau du SNC et en périphérie [273-275]. Du point de vue de leur
affinité, les GC ont une plus grande affinité pour les MR que pour les GR permettant ainsi
aux GR de n’étre stimulés qu’en cas de sécrétion importante de GC (e.g. stress, pic de
production circadien) [276,277]. Lorsque les GC vont se lier aux GR cytosoliques, ceux-ci vont

étre transloqués dans le noyau ou ils joueront le role de facteurs de transcription. En effet,
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leur fixation a 'ADN, au niveau d’un promoteur GRE (glucocorticoid-response elements),
permet la régulation de I'expression de genes cibles impliqués dans des fonctions tres
variées (e.g. inflammation, prolifération, apoptose, transduction de signal) [278,279].
Lorsque le stimulus stressant ne sera plus détecté, le taux de GC reviendra ensuite

rapidement a un taux basal afin de ne pas engendrer d’effets délétéres pour I'organisme.

3) Régulation de I'axe HHS
Afin de réguler I'axe HHS et donc la production d’hormones de stress susceptibles d’avoir
des effets déléteres sur I'organisme, les GC vont agir a différents niveaux (Figure 13). Pour
commencer, ils vont agir de maniére indirecte au niveau de I’hypothalamus et de
I’hypophyse afin d’inhiber la sécrétion de CRH et d’ACTH provoquant ainsi une diminution de
leur propre sécrétion par les glandes surrénales [255]. De plus, les GC peuvent également
agir directement sur les glandes surrénales afin de diminuer leur propre sécrétion [278,279].
Le second niveau de régulation des GC est assuré par deux enzymes appelées 11(3-
hydroxystéroide déshydrogénases de type 1 et de type 2 (11B-HSD1 et 11B-HSD2
respectivement). La 11B-HSD1 catalyse la transformation des formes inactives de GC,
appelées 11-déhydrocorticostérone chez le rongeur et cortisone chez I’'Homme, en formes
actives (corticostérone ou cortisol respectivement). A l'inverse, la 11B-HSD2 catalyse la
transformation des formes inactives en formes actives de GC [280]. Ces enzymes sont
présentes au sein de nombreux organes et permettent ainsi de réguler localement I'action
des GC. Les mécanismes de régulation des GC permettent ainsi d’éviter les effets délétéres
qui pourraient étre engendrés par une exposition trop importante de |'organisme, tant au

niveau quantitatif que temporel.

4) Dérégulation de I'axe HHS par le stress chronique
Si le stress est de type chronique, les mécanismes de rétrocontréle présentés ci-dessus ne
pourront pas se mettre en place et les GC vont alors avoir des effets néfastes tels que
I'apparition d’un syndrome métabolique (hypertension, obésité abdominale, résistance a
I'insuline) qui constitue lui-méme un facteur de risque pour le systeme cardiovasculaire et
pouvant aller jusqu’a induire un état dépressif [281]. Cette situation correspond a la phase
d’épuisement du syndrome général d’adaptation. En effet, une élévation chronique du taux
de glucocorticoides peut étre observée en cas de traitement pharmacologique, de

perturbations endocriniennes, de pathologies ou lorsque l'individu est exposé a un stress
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chronique [282]. En fonction des stratégies d’adaptation mises en place par I'individu face a
un stress chronique, I’activation et le fonctionnement de I'axe HHS peuvent étre perturbés.
En effet, en cas de stress chronique, il peut y avoir hypersécrétion de GC et absence de
retour a un niveau basal d0 a une désensibilisation des GR (récepteurs aux GC) provoquant
une inhibition des mécanismes de rétrocontrole [283,284]. Ces perturbations sont
également accompagnées d’une augmentation de cytokines pro-inflammatoires telles que
I'IL-6 et I'lL-1B (ainsi que I'IFN-o et le TNF-a) qui vont augmenter la sécrétion de GC.
L’'ensemble de ces modifications ont été observées dans la mise en place des dépressions

résultant de stress chroniques [285-287].

D. Stress rencontrés lors de vols spatiaux

Au cours des vols spatiaux et des séjours dans I'lSS, les astronautes sont soumis a de
nombreux stress. Tout d’abord des changements de gravité avec des phases aiglies
d’hypergravité (décollage/retour sur Terre) et une phase chronique de microgravité. Ils sont
également soumis a une perturbation du rythme circadien (d( au déplacement de I'lSS (16
orbites en 24h) et a I'éclairage de la station) ainsi qu’a un isolement et un confinement
extrémes. Enfin, bien que I'ISS se situe encore dans la magnétosphere, les astronautes
subissent des doses de radiations plus élevées que sur Terre. Enfin, en plus des stress liés a
I’environnement particulier de I'ISS, viennent s’ajouter ceux inhérents a la mission (phases
de pilotage, sorties extravéhiculaires).

L'ensemble des stress rencontrés lors des vols spatiaux peuvent étre regroupés au sein de
deux catégories que sont les stress physiques (changements de gravité, radiations) et socio-
environnementaux (perturbation du rythme circadien, isolement et confinement extrémes).
Nous nous intéresserons plus particulierement aux radiations, aux changements de gravité

et aux stress socio-environnementaux ci-apres.

1) Radiations
Lors d’un vol spatial, les astronautes peuvent étre exposés a différents types de radiations
variant selon leur provenance [288]. Le premier type de radiation est le rayonnement
cosmique qui est constant, provient de I'espace profond et se compose a 90% de protons,
9% d’hélium et 1% de particules lourdes a haute énergie. Le second type de radiation
provient des éruptions solaires et il est par conséquent périodique et imprévisible. En plus

d’avoir un effet direct sur les astronautes, ces deux types de radiations vont créer des
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rayonnements secondaires lorsqu’ils vont percuter les parois d’'un vaisseau avec
suffisamment d’énergie.

Il faut savoir que le champ magnétique terrestre (magnétosphére) protége les occupants de
la Terre et de I'ISS contre ces deux types de radiation mais elles vont cependant constituer
un risque élevé pour la santé des astronautes lors des futures missions d’exploration de
longues durées qui auront lieu hors de la magnétosphere (e.g. station lunaire, voyage vers
Mars). Une augmentation de 3% du risque de déces di aux radiations est la limite
acceptable qui a été fixée (avec un risque alpha de 5%) [289]. Cependant, le risque encouru
par les astronautes lors d’une mission sur Mars vis-a-vis de I'exposition aux radiations est
difficile a évaluer puisque les chercheurs ne disposent pas de modeles de simulation ou de
comparaison adéquats [290,291]. Ainsi, la seule pathologie associée aux radiations spatiales,
connue a ce jour, est un risque plus élevé de développer une cataracte [292,293] mais ces
études concernent majoritairement des astronautes ayant évolués au sein de la
magnétosphere.

Il a été montré que les radiations peuvent avoir i) un effet direct sur les cellules en créant
des lésions de I’ADN, mais également ii) un effet indirect en générant des espéces réactives
de l'oxygene (ROS). L'ensemble de ces altérations sont par conséquent susceptibles de
participer a I'émergence de pathologies comme des cancers. De plus, une dose élevée de
radiations est connue pour engendrer le syndrome aigu d’irradiation caractérisé par des
nausées, des diarrhées et des vomissements [294]. Ce syndrome aboutit a des problémes,
cutanés et respiratoires mais également hématopoiétiques, pouvant étre mortels. En effet,
les cellules souches hématopoiétiques peuvent étre affectées de maniere directe par les
radiations de type rayonnement cosmique mais également de maniere indirecte lorsqu’elles
sont cultivées en présence de cellules souches mésenchymateuses irradiées [295].

La composition complexe et le haut niveau d’énergie des rayonnements présents dans
I’espace sont difficiles a simuler sur Terre puisque la majorité des faisceaux ne vont créer
gu’un seul type de particule. Hors, les particules lourdes présentes dans le rayonnement
cosmique sont caractérisées par un transfert linéique d’énergie supérieur aux radiations
ionisantes présentes sur Terre (ex : rayons X et gamma) et transferent leur énergie tout au
long de leur trajectoire (en créant des rayons delta secondaires) contrairement aux
radiations ionisantes qui transferent leur énergie de maniere uniforme au niveau tissulaire.

Pour palier a ce probleme, des simulateurs capables de créer des rayonnements dont la
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composition s’approche de celle du rayonnement cosmique ont récemment été développés
[296] et devraient fournir des données utiles pour I’évaluation des risques dus aux
radiations. Toutefois, méme si I'impact du rayonnement cosmique peut étre simulé, il reste
beaucoup plus difficile d’appréhender celui provenant des éruptions solaires et des
rayonnements secondaires créés par les cloisons des navettes lorsque ces rayonnements les
traversent. La nécessité d’effectuer des études au-dela de |'orbite terrestre basse (ou la
magnétosphére joue un réle protecteur) est cruciale afin de déterminer le danger potentiel
de futures missions d’exploration sur la santé des astronautes. Ces études seront possibles
avec le développement de projets comme la station en orbite lunaire.

Pour conclure, le manque de connaissance et de modeéles d’étude ainsi que I'imprévisibilité
de certains événements ne permettent donc pas d’évaluer précisement les doses de
radiations susceptibles d’étre recues par les astronautes en cours de mission hors de la

magnétosphere ainsi que leurs effets sur la santé.

2) Socio-environnementaux
L’environnement des astronautes est caractérisé par un isolement et un confinement
extrémes auxquels s’ajoute une privation sensorielle importante définie par la réduction des
stimuli captés par un ou plusieurs sens. En effet, I'ensemble des sens (vue, audition,
olfaction, touché et go(t) ainsi que la perception du temps et des déplacements
(kinesthésie) sont altérés notamment du fait de la microgravité et de I'environnement
monotone des astronautes. La privation sensorielle, la monotonie et I'isolement social
ressentis par les astronautes au cours de missions spatiales de longue durée proviennent de
différentes sources. Ces derniéres peuvent étre la nourriture peu variée, 'odeur et le bruit
constants des systemes de circulation d’air mais également les rapports restreints entre
individus dus au faible nombre/renouvellement de I'équipage et au contact minimal avec les
proches restés sur Terre. Il est a noter que l'isolement social est susceptible de provoquer
I'apparition de symptomes plus ou moins sérieux comme un sentiment de solitude mais
également de l'anxiété, une paranoia voire méme le développement de symptémes
dépressifs [297,298]. Bien que les probabilités d’apparition de tels symptomes soient tres
faibles du fait de la sélection et de I'entrainement des astronautes, le risque pourrait
néanmoins croitre au cours de mission ou le retour rapide sur Terre sera techniquement

impossible [299]. L’isolement et le confinement couplés a I'ensemble des privations
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sensorielles vont ainsi créer un stress socio-environnemental chronique dont I'impact doit
étre évalué. Bien que le vol spatial soit un environnement particulier difficile a simuler, il est
nécessaire de réaliser des études au sol afin de développer et de tester des contremesures.
Dans cette optique, des expériences sur 'Homme ont été menées et un modele de stress

socio-environnemental sur la souris a été développé.

a) Modeles d’étude chez 'Homme

Un premier modele consiste a réaliser des missions en Antarctique [300-302] ou dans des
laboratoires situés sous I'océan (NASA Extreme Environment Mission Operations ; NEEMO)
en absence de synchroniseurs naturels du rythme circadien [303]. Les expériences de type
NEEMO sont de trés bons analogues d’un point de vue isolement et environnement
puisqu’elles permettent de réaliser des sorties extravéhiculaires simulées mais la durée des
missions est cependant limitée a quelques semaines du fait de la pression élevée. A l'inverse,
les missions en Antarctique peuvent durer plus longtemps mais les lieux de vie ne sont pas
aussi confinés que dans le cas d’un vaisseau spatial. Les résultats obtenus lors des missions
utilisant ces analogues complémentaires ont permis de mettre en évidence que le manque
d’ensoleillement, I'isolement social et la vie en espaces confinés constituaient des stress
majeurs [304-306]. Concernant I'étude de l'impact de l'isolement grace au modeéle de
missions en Antarctique, trois traits de caracteres ont été utilisés pour la sélection des
participants : compétence technique, stabilité émotionnelle et sociabilité [307]. Malgré cette
sélection, les participants ont rapporté des troubles de I'humeur et du sommeil [307] ainsi
gue des tensions entre membres de I'équipe [308—-310] corrélées a des altérations des
performances cognitives [311]. L'ensemble des perturbations observées lors de périodes
prolongées d’isolement dans [’Antarctique (sommeil, cognition, axe HHS, tensions
interindividuelles [310,311]) s’aggravent durant la seconde moitié de la mission
indépendamment de sa durée [304,307]. Bien entendu, ces problemes d’ordre cognitif
varient selon I'étude, I'équipe et le déroulement de la mission [311-313] et il est a noter
gu’une supplémentation en hormones thyroidiennes (lévothyroxine) ainsi qu’une exposition
a une lumiere artificielle forte présentent des effets bénéfiques [311,314].

Dans le but de simuler l'isolement rencontré par des astronautes lors d’une mission
d’aller/retour sur Mars, le programme Mars 500 a été développé. Ce programme comporte

des missions d’isolement de 105 et 520 jours sur six volontaires. Les résultats ont montré
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une absence de stress, que ce soit au niveau subjectif (ressenti) ou au niveau de I'activation
de I'axe HHS, aprées 105 jours d’isolement [315,316]. Aprés 520 jours par contre, I'activité de
I'axe HHS était altérée comme le montre I'augmentation des taux salivaires de cortisol et de
catécholamines [317-320]. Une diminution de l'activité corticale pouvant étre liée aux
privations sensorielles et au ressenti de la monotonie ainsi qu’une diminution de I'activité
physique ont également été observées [317,321]. L’absence de lumiére naturelle provoque
également une perturbation du rythme circadien [322] indiquant que le respect d’un cycle
jour/nuit et de I'alternance de phase de sommeil et d’activité sont essentiels [323—325]. ||
est a noter que ces perturbations varient selon l'individu suggérant ainsi qu’il existe des
prédispositions génétiques et/ou caractérielles [307] pouvant potentiellement étre utilisées
comme marqueurs de sélection ou de suivi des astronautes [326]. Des contremesures
permettant de s’opposer a la privation sensorielle et a I'isolement social, telles que la réalité
virtuelle [327], une nourriture variée et un espace personnel [328], ont été imaginées.
L’'ensemble de ces contremesures devront ainsi étre combinées et intégrées aux missions de

longue durée afin d’améliorer au maximum les conditions de vie des astronautes.

b) Modéle d’étude chez la souris : Le CUMS
Un modele d’étude de I'impact des stress socio-environnementaux chez les rongeurs est
appelé CUMS (Chronic Unpredictable Mild Stress; CUMS) ou encore CMS (Chronic Mild
Stress). Il faut savoir que de nombreuses études utilisent ce modéle de stress courts et
répétés sur une longue durée mais qu’elles ne se référent pas toutes au méme nom
(CMS/CUMS) et n’utilisent pas toutes la méme procédure (type de stress). Il a notamment
été montré qu’ajouter le terme « Unpredictable » était peu utile étant donné le fait que la
plupart des études réalisées chez la souris utilisent un mode aléatoire d’exposition aux
différents types de stress [329]. A l'inverse, il semble y avoir des différences au niveau de la
sévérité des stress utilisés dans le protocole d’exposition des rongeurs, notamment au
niveau de la privation de nourriture et/ou d’eau, et cette sévérité n’est pas corrélée au nom
utilisé pour désigner la procédure [330]. Il est cependant a noter que la réglementation en
expérimentation et en bien-étre animal a engendré une diminution de I'utilisation de tels
stress. Ainsi, nous utiliserons le terme CUMS tout en gardant a l'esprit qu’il peut

correspondre au CMS.
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Aprés-midi (2h)

Inclinaison de la Acces difficile a la

Lundi Confinement .
cage nourriture
. . L Eclairement
Mardi Confinement Cohabitation
nocturne
. Inclinaison de la . s .
Mercredi Confinement Litiere humide
cage
. . . Inclinaison de la
Jeudi Confinement Cohabitation
cage
. . Inclinaison de la
Vendredi Confinement
cage
Week-end Cycle inversé

Tableau 2 : Protocole hebdomadaire d’exposition aux stress socio-environnementaux
(modéle CUMS)

Le modele CUMS a été mis au point par I'équipe INSERM UMR894 de Paris. Les souris sont
soumises quotidiennement a différents types de stress socio-environnementaux de
maniére aléatoire au cours de la semaine afin d’éviter tout phénomene d’habituation. Ce
protocole est répété 3 fois pour une durée totale de 21 jours d’exposition.



Bien que les noms et procédures different, le CUMS est trés utilisé afin d’étudier la
dépression engendrée par I'exposition a une combinaison de stress de courtes durées
appliquée sur une longue période ce qui correspond donc a un stress chronique de type
socio-environnemental [331,332]. En effet, le modele CUMS est tres efficace pour induire
I'anhédonie chez le rongeur. L'anhédonie est le symptome principal de la dépression et
correspond a la diminution de la capacité a éprouver des émotions positives vis-a-vis de
stimuli connus pour en avoir déclenchés auparavant. Chez le rongeur, ce symptome est
détecté par une diminution de la réponse a une récompense comme le test de préférence au
sucrose. Afin d’induire cet état, les stress les plus utilisés dans les procédures de CUMS ou
CMS sont I'acces difficile a la nourriture, les modifications de cycle jour/nuit, la litiére
humide et I'inclinaison de la cage (Tableau 2). A I'origine ce protocole a été développé en
s’appuyant sur I'ensemble des perturbations qui pourraient étre causées par un animalier
incompétent et négligeant telles que des biberons d’eau mal fermés engendrant une litiere
humide, un oubli d’apport d’eau et/ou de nourriture et un non respect des cycles d’éclairage
de I'animalerie. Ce modeéle a été tres utilisé pour I'étude des effets du stress chronique, des
mécanismes de la dépression et pour la validation de certains antidépresseurs [333,334] et
inhibiteurs de I'axe HPA [335,336]. Il est a noter que des différences de résultats peuvent
étre observées dans la littérature [337]. Ces différences semblent étre dues a des variations
au niveau des protocoles de stress (types de stress utilisés, intensité et durée) et des tests
d’évaluation de I'anhédonie (« sucrose preference »). De plus, le CMS ou CUMS engendre
une hyperactivité de I'axe HHS qui peut étre évaluée par une augmentation de la
concentration en corticostérone dans le plasma [338,339] mais cette derniere n’est
néanmoins pas observée dans d’autres études [340,341]. A noter que ces divergences
pourraient étre dues au fait que le dosage de la corticostérone n’a pas été réalisé au méme
moment alors qu’il varie selon I'implémentation de chaque stress durant la procédure.
D’autres parametres entrent également en jeu dans la reproductibilité des résultats comme
I'utilisation de souches murines plus ou moins sensibles au stress, le sexe des animaux testés
et les conditions d’hébergement.

Cependant, étant donné le fait que c’est un modeéle fiable d’induction de troubles
comportementaux (pouvant aller jusqu’a la dépression) en réponse a une combinaison de
stress socio-environnementaux chez le rongeur, notre laboratoire I’a utilisé dans le contexte

de la recherche spatiale (Tableau 2) [342,343]. Ce modeéle nous permet de simuler I'impact
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Extrémité inférieure

Unité de décélération

Figure 14 : Schéma représentant une tour d’impesanteur ou « drop tower»

La capsule est larguée a partir de I'extrémité supérieure dans la chambre de largage qui a
été préalablement vidée de toute atmospheére. Durant la chute, la capsule est donc en
microgravité réelle durant quelques secondes (durée dépendante de la hauteur de la tour)
puis elle est récupérée dans l'unité de décélération située a I'extrémité inférieure de la
tour. (adaptée de https://cadmos.cnes.fr/fr/web/CNES-fr/8804-drop-tower.php)



gue peut avoir une combinaison de stress socio-environnementaux ce qui correspond a la

situation subie par les astronautes en vol.

3) Les changements de gravité

Au cours de leurs missions, les astronautes sont également soumis a des changements de
gravité puisqu’ils vont subir des phases d’hypergravité lors du décollage et de I'atterrissage
entrecoupées par une période de microgravité a bord de I'ISS. Cette derniere est due au fait
que I'ISS, située a 400 km de la Terre, se déplace a une vitesse tres élevée sur son orbite (16
révolutions en 24h) et est par conséquent continuellement en chute libre. Ainsi, a bord de
I'ISS, les astronautes sont en chute libre a la méme vitesse que la station d’ou I'impression
gu’ils « flottent » mais cela n’est pas d( a de I'apesanteur (absence de gravité) mais plutét a
de I'impesanteur c'est-a-dire a I'absence de gravité ressentie. Cette situation est appelée
microgravité réelle.

La microgravité semble avoir un effet négatif sur la santé mais les études menées en vol,
bien qu’indispensables a la validation de résultats, restent rares et les projets de recherche
s’y déroulant sont couteux et limités d’un point de vue technique. Ainsi il est nécessaire de
développer des modeéles terrestres de simulation de la microgravité. Cependant, il est
impossible de recréer une microgravité réelle de longue durée telle qu’elle a lieu dans I'ISS
et c’est pourquoi la plupart des dispositifs mis au point a ce jour utilisent le principe de
redirection ou de compensation du vecteur gravitaire. Ces modeles permettent donc
d’étudier les effets de la microgravité simulée. Le choix du modeéle a utiliser dépendra du
niveau d’étude (e.g. organisme entier ; cellule), de sa durée (e.g. secondes, minutes ou jours)
et de I'espece étudiée (e.g. Homme ; Rongeur). Il est également a noter que jusqu’ici, une
fois leur mission terminée, les astronautes revenaient sur Terre et donc a une condition de
normogravité (1g ou 9,8 m/s®) mais un second cas de figure doit maintenant étre envisagé :
le retour a une gravité partielle. En effet, avec le développement de projets visant la mise en
place d'une station lunaire ou méme de voyages sur Mars, les astronautes seront
susceptibles d’étre exposés a une gravité partielle durant des périodes plus ou moins
étendues. En effet, par rapport a celle de la Terre (1g), la force gravitaire est 6 fois moindre
sur la Lune (0,17g) et environ 3 fois moindre sur Mars (0,38g). Ainsi, certains modeles
d’étude des effets de la microgravité simulée ont été modifiés afin de s’intéresser a cette

nouvelle problématique d’exposition a une gravité partielle.
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Figure 15 : Schémas représentant différents modeéles de simulation de la microgravité
(A) Principales étapes du modéle de lévitation magnétique: (1) Les cellules sont incubées
avec un hydrogel magnétique contenant de l'oxyde de Fer puis, (2) les fragments
d’hydrogel en exces sont lavés. (3) Un aimant est ensuite placé sur le couvercle de la
culture cellulaire provoquant ainsi (4) sa lévitation dans le milieu de culture (Figure
adaptée de Souza et al., 2010).

(B) Modele de clinostat 2D: le Rotating Wall Vessel (RWV) (Figure adaptée de Higgison et
al., 2016).

(C) Photographie d’une Random Positioning Machine (RPM): Les cultures cellulaires
placées en RPM sont fixées sur le plateau (1) tandis que les cultures controle sont placées
sur le cadre (2) afin d’étre soumises aux mémes conditions de vibration. Les cellules
placées en (1) sont cultivées en microgravité simulée grace a la rotation indépendante des
deux axes dans des directions et des intervalles de temps aléatoires .



a) Les modéles de simulation de la microgravité simulée au
niveau cellulaire

La microgravité est définie comme étant la condition durant laquelle la somme des
accélérations subies par le systéme n’excéde pas une valeur seuil (10° 10° g) [344]. Il existe
différents modeles permettant de cultiver des cellules en condition de microgravité simulée.
Ces modeéles reposent sur des principes différents tels que la chute libre (Figure 14), la
|évitation magnétique (Figure 15A) ou encore la réorientation du vecteur gravitaire (Figure
15B et C). Comme cela a été mentionné plus haut, une valeur de 0g ne peut étre atteinte sur
de longues périodes grace a ces modeles ce qui justifie ainsi le terme de microgravité
simulée. Comme tous les modéles de simulation, ils présentent des avantages et des
inconvénients devant étre pris en compte au moment de I'élaboration d’une étude portant

sur les effets de la microgravité simulée.

i. Lestours d'impesanteur et les fusées-sondes
Un premier modele reposant sur le principe de chute libre est appelé « drop tower » ou tour

d’impesateur (Figure 14). Ces dernieres permettent d’étudier les effets d’'une microgravité
simulée par la chute libre c'est-a-dire de la méme maniére que pour les astronautes en vol.
Cependant, la durée n’est que de quelques secondes seulement (2 a 10s selon la hauteur de
la tour) et ce modele est par conséquent plutét utilisé pour le test de matériel.

Au niveau de la culture de cellules, les fusées-sondes sont un modéle d’étude permettant de
simuler la microgravité durant plusieurs minutes en réalisant un vol parabolique [345-348]

mais ce type de vol crée également des phases importantes d’hypergravité.

ii. Lalévitation magnétique
La lévitation magnétique (Figure 15A) est un modéle permettant de simuler la microgravité

en créant une force allant a I'encontre du vecteur gravitaire et permettant de compenser
I'attraction terrestre. Il permet de réaliser la lévitation de cellules [349] mais également
d’organismes [350,351]. De plus, ce modele peut étre utilisé non seulement pour simuler la
microgravité [352] ou une gravité partielle [353], mais également pour réaliser de la culture
de cellules en 3D [354,355].

Contrairement a la plupart des autres modeéles de simulation de la microgravité, la lévitation
magnétique pourrait étre couplée a de I'imagerie en temps réel. Cependant, elle peut
toutefois entrainer des interactions non souhaitées avec des composants cellulaires
susceptibles au magnétisme tels que la tubuline, I'actine ou I’ADN [356,357]. Ainsi, les

49






résultats obtenus lors d’études utilisant le modeéle de lévitation magnétique sont a prendre

en compte avec précaution.

iii. Les clinostats
» Fonctionnement et terminologie

Ce modele utilise la réorientation du vecteur gravitaire grace a la rotation d’un ou plusieurs
axes dans le but de simuler la microgravité (Figure 15B et C). Lorsqu’elles sont cultivées dans
ces clinostats, les cellules vont tout d’abord décrire des cercles dont le diamétre va décroitre
au fur et a mesure du temps aboutissant au final a des déplacements d’amplitude
négligeable [358]. Lorsque ces conditions sont atteintes, les échantillons ne sont plus
influencés par la gravité et sont donc considérés comme étant en microgravité simulée.
Plusieurs études comparant les effets créés par une culture en condition de microgravité
simulée par lévitation magnétique, par clinostat ou en vol, ont montré que le modeéle de
clinostat devait étre préféré par rapport a celui de la lévitation magnétique et ce pour les
cellules adhérentes et cutivées en suspension [359]. Il est a noter que le modéle de clinostat
permet également de valider des modeéles d’expérience et/ou de réaliser un screening avant
de passer a une étude en vol c'est-a-dire en microgravité réelle. L'ensemble de ces
avantages ont fait que nous avons choisi le clinostat de type RPM comme modele d’étude
pour ce travail de these.

Il existe des clinostats tournant sur un axe de rotation et qui sont appelés clinostats 2D
(Figure 15B). Un second type de clinostats comportant deux axes de rotation est appelé
clinostats 3D si la vitesse et la direction de rotation des deux axes sont constantes [358,360].
A l'inverse, si la rotation des deux axes est paramétrée pour se faire dans des directions et a
des vitesses angulaires aléatoires, le dispositif est alors appelé RPM (Random Positioning

Machine) (Figure 15C) [361,362]. C’est ce dernier modele, la RPM, que nous avons utilisé.

» La Random Positioning Machine (RPM)
La RPM (Figure 15C) est utilisée afin d’examiner les effets de la microgravité simulée se
mettant en place durant des périodes de I'ordre de I’heure et a été développée pour rentrer
dans un incubateur pour culture cellulaire (desktop RPM) [363]. Elle est considérée comme
étant un bon modeéle d’étude des effets de la microgravité simulée sur cultures cellulaires
[364]. Les conditions classiques d’utilisation de la RPM sont une vitesse angulaire moyenne

de 60 deg/sec et le placement des échantillons a une distance du centre permettant de se
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maintenir & une valeur inférieure a 10g [362]. Plusieurs paramétres sont susceptibles de
perturber la simulation de la microgravité comme la présence de bulles, le phénoméne de
convection et les vibrations. Par conséquent des précautions doivent étre prises afin de
limiter leurs influences. Tout d’abord, I'apparition de bulles dans les cultures cellulaires doit
étre limitée au maximum. Ensuite, le phénomeéne de convection, d{ a la rotation des axes et
non retrouvé en vol, doit étre réduit grace a la sélection d’un intervalle de variation de la
vitesse angulaire le plus faible possible [365]. Enfin, I'influence des vibrations (dues aux
mouvements de la RPM) sur les cultures de cellules doit étre prise en compte en plagant les
cultures contréles dans les mémes conditions.

Pour finir, des améliorations du systeme de RPM ont été récemment apportées dans le but
de simuler différents niveaux de gravité partielle en développant d’une part, de nouveaux
logiciels de contrdle [366] ou d’autre part, un nouveau modele de RPM appelé RPM 2.0
(Defence and Space Netherlands).

b) Les modeles de simulation de la microgravité au niveau
de I'organisme entier

Outre les modeles de simulation de la microgravité a I'échelle de la cellule, il existe des
modeles permettant I'étude d’organismes entiers. Ces modeles peuvent étre subdivisés en
deux sous-catégories: la premiére regroupant les modéles simulant effectivement la
microgravité et la seconde catégorie regroupant les modeles simulant certains effets

observés en microgravité réelle.

i. Levol parabolique : un modeéle d’étude simulant
la microgravité
Le vol parabolique utilise le principe de chute libre ce qui en fait un bon modele de

simulation de la microgravité rencontrée dans I'ISS. Les autres principaux avantages de ce
modele sont un acces relativement facile et un colt réduit par rapport aux vols spatiaux.
Toutefois, ce modeéle est caractérisé par une période de microgravité est courte (25s)
entrecoupée de phases d’hypergravité ce qui constitue son principal inconvénient.

Le vol parabolique est principalement utilisé pour tester différents appareils devant étre
utilisés au cours de vols spatiaux ainsi que pour étudier les effets de la microgravité sur le
systéeme vestibulaire. En effet, une désorientation spatiale proche du « mal des transports »
peut survenir en condition de gravité altérée. Cette désorientation pose probleme puisque

son apparition est corrélée avec les phases ou I'attention des astronautes doit étre maximale
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Figure 16 : Schémas représentant différents modeéles de simulation de la microgravité
(A) Modele d’alitement prolongé « Bed Rest »: les sujets sont placés en position allongée
et inclinés (1) de 6° vers l'arriere durant de longues périodes (semaines/mois) afin de
provoquer (2) une redistribution des fluides vers la téte (d’apres Blottner et al., 2006).

(B) Modele de suspension anti-orthostatique «Hindlimb Unloading (HU)»: Les souris
sont (1) attachées par la queue et suspendues avec une inclinaison d’environ 30° entre le
tronc et le fond de la cage créant ainsi une redistribution des fluides vers la téte (d’apres
Litvinova et al., 2003).



(e.g. manceuvres du vaisseau apres une période de microgravité longue). La sélection des
astronautes, basée sur leur susceptibilité a de telles désorientations, peut ainsi étre réalisée
grace aux vols paraboliques [367]. Il a notamment été montré que la perception de
I'orientation et du mouvement dans une situation de gravité altérée requiert a la fois des
signaux provenant des otolithes (concrétions minérales de I'oreille interne) mais également
des signaux extérieurs visuels servant de référentiel [368].

En plus de I'étude du systeme vestibulaire, les vols paraboliques permettent de s’intéresser
a tout autre changement ayant lieu rapidement comme par exemple les altérations de
baroréflexes [369,370] et la redistribution des fluides vers la téte [371,372]. Les vols
paraboliques ont également été utilisés pour tester des procédures médicales et
chirurgicales [373] telles que le contrble des fluides [374], les méthodes d’attache des
instruments, du patient et des médecins (posant probleme en situation de microgravité)
[375] et le développement des capacités a mettre en ceuvre des mouvements précis en
microgravité [376]. Les vols paraboliques permettent également de tester différents niveaux
de gravité partielle comme ceux de la Lune ou de Mars [377-379]. Enfin, le vol parabolique
va devenir un modeéle de choix afin de tester et de développer les futurs vols suborbitaux
commerciaux qui seront empruntés par des personnes moins entrainées que des

astronautes [380,381].

ii. Les modeles d’étude simulant les effets de la
microgravité
En plus des modeéles présentés ci-avant, il existe des modeéles simulant les effets de la

microgravité plutét que la microgravité elle-méme. Les deux effets majeurs observés en
condition de vol et qui sont simulés par ces modeéles sont la réduction de l'utilisation des
membres postérieurs et I'induction d’une redistribution des fluides vers la téte. Sur ces
principes, de nombreux modéles adaptés a I’'Homme et aux rongeurs, ont été développés.
Les deux principaux sont présentés ci-apres (Figure 16).
» Chez ’'Homme : Le modele d’alitement prolongé
« Bed rest »
Dans ce modele (Figure 16A), les sujets sont immobilisés en position allongée et inclinés de
6° vers l'arriere durant de longues périodes (semaines/mois) afin de provoquer une
redistribution des fluides vers la téte. Il est cependant a noter que les individus sont toujours

soumis a la gravité ce qui crée une compression en position allongée provoquant ainsi une
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redistribution des fluides différente de celle observée en microgravité réelle. Néanmoins, le
vecteur gravitaire étant redirigé vers la poitrine et I'arriére du corps plutdt que vers les pieds
(grace a linclinaison des lits), les variations de pression artérielle se rapprochent des
conditions de vol. De plus, il y a bien une absence de charge au niveau des membres
postérieurs qui est similaire aux conditions de vol.

Ce modele est principalement utilisé afin d’étudier les systemes cardiovasculaire et musculo-
squelettique. En effet, les astronautes subissent un déconditionnement cardiaque [382,383]
ainsi que des pertes osseuses [384] et musculaires [385,386] importantes durant et apres les
vols spatiaux. L'utilisation du modéle « Bed Rest » permet de recréer ces altérations. En
effet, le « Bed Rest » provoque des pertes osseuses localisées au niveau des sites supportant
les charges dés 47 jours et qui empirent au cours du temps [387,388]. La plupart des études
ont montré que ces pertes osseuses étaient liées a une augmentation de I'activité des
ostéoclastes [389,390]. Une expérience « Bed Rest » de 60 a 90 jours suffit a recréer les
détériorations osseuses observées aprés un vol spatial de 6 mois [391] et de la méme
maniere que pour les vols spatiaux, la récupération de la perte osseuse est tres longue [392].
De plus, la structure de I'os étant importante pour I’'hématopoiese, ces pertes osseuses
pourraient étre a I'origine d’altérations du Sl (Projet en cours au laboratoire). Des altérations
au niveau musculaire ont également été observées chez des astronautes en vol [386] et de
maniére similaire chez des rongeurs exposés a la microgravité réelle ou simulée [393—-395].
Le modele Bed Rest est trés utile afin d’étudier les modifications musculaires engendrées par
la microgravité car, tout comme les pertes osseuses, elles apparaissent trés rapidement (10
a 15 jours) [396,397].

Le modele « Bed Rest » présente de nombreux avantages. Vis-a-vis de la microgravité, il
permet de réaliser des mesures longitudinales plus facilement qu’en vol et sur des effectifs
plus importants. De plus, le modele « Bed-Rest » a également des applications sociétales
puisqu’il permet I'étude de I'ostéoporose provoquée par ce modele et qui se rapproche de
celle liée a I'age tout en apparaissant plus vite [398]. Il est donc tres utilisé afin d’étudier les
pertes osseuses causées par le vieillissement. Le fait d’utiliser le « Bed Rest » présente
également d’autres avantages tels que I'étude directe de I’'Homme et la possibilité de tester
des contremesures permettant de lutter contre les pertes osseuses et musculaires telles que
des supplémentations [399,400], des exercices physiques [401-403] ou encore la

restauration d’une gravité grace a I'utilisation de centrifugeuses [392].
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» Chez le rongeur : Le modele HU
Le modele HU (Hindlimb Unloading) (Figure 16B), aussi appelé modéle de suspension anti-
orthostatique, est le modele de référence permettant de simuler les effets de la
microgravité sur des rongeurs. En effet, des résultats comparables ont été obtenus entre
rongeurs exposés aux conditions de vol spatial réelles et ceux exposés au modele HU
[404,405]. Ce modele permet de recréer la redistribution des fluides vers la téte ainsi que
I’hypokinésie des membres postérieurs grace a une suspension par la queue. Concernant
I’étude des effets de la microgravité simulée cependant, la principale faiblesse de ce modele
provient du fait que les membres supérieurs subissent la gravité contrairement aux
conditions de vol réel. Toutefois, I'avantage majeur de ce modeéle est qu’il permet d’étudier
I'influence d’autres types de stress (e.g. infections, radiations) en plus de celui de la
suspension ce qui serait difficile et trop rare en vol réel. De plus, il permet également
d’étudier la capacité de récupération des animaux. Enfin, en plus d’étre un modeéle d’étude
des effets de la microgravité simulée, il peut également étre utilisé afin d’évaluer I'influence
des comportements sédentaires sur la survenue de nombreuses maladies chroniques telles

qgue I'obésité, le diabete ou les maladies cardiovasculaires [406—409].
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I11. Effets du stress et des vols spatiaux sur le SI
A. Généralités

Les vols spatiaux sont susceptibles de devenir accessibles a un public de plus en plus large du
fait du développement a venir des vols commerciaux [410]. Cependant, dans 'espace, les
astronautes sont soumis a une combinaison unique de stress comme la microgravité, les
radiations, la perturbation du rythme circadien et lisolement/confinement. Bien qu’ils
semblent s’adapter a des durées de vol allant jusqu’a un an, de nombreuses altérations
impactant différents systémes ont été observées. Ces altérations pourraient affecter les
performances des astronautes et ressemblent a celles observées lors du vieillissement
puisqu’elles touchent notamment le SI, les os, les muscles, la vision, la coordination et le
systéme cardiovasculaire [398,411]. En effet, les vols spatiaux entrainent une atrophie
musculaire couplée a une déminéralisation osseuse [385,386,412], un déconditionnement
cardiovasculaire [413] et métabolique [414,415], une altération des processus cognitifs
[416,417] et une diminution de l'efficacité du SI [418-420]. Sur Terre, ces changements
surviennent sur de longues périodes lorsqu’ils sont observés dans la population générale
alors qu’ils sont détectés apres seulement quelques semaines (e.g. déconditionnement
cardiovasculaire) ou quelques mois (e.g. perturbations osseuses et musculaires) de vol chez
les astronautes qui sont pourtant des individus sains, sélectionnés et trés entrainés. Les
changements observés en vol ayant lieu plus rapidement que sur Terre [398], cela
permettrait donc d’envisager les vols spatiaux comme étant un bon modéle d’étude du
vieillissement. L'étude des effets des vols spatiaux et le développement de contremesures
s’y opposant présentent par conséquent un intérét a la fois pour le maintien de la santé des
astronautes mais également de la population générale souffrant des mémes symptomes.

De plus, il a également été montré que les vols spatiaux provoquaient une diminution des
capacités de l'organisme a se réparer et a se régénérer et que cela était di a une
dérégulation de la fonction des cellules souches [421,422]. A la suite de cela, la recherche
conduite en condition microgravitaire a ouvert la voie a des applications tres intéressantes
gue sont l'ingénierie des tissus [423] et la thérapie cellulaire. En effet, la culture de cellules
en condition microgravitaire permet de développer des interactions cellulaires en 3D afin de
former des tissus ou des organes qui pourraient, a terme, étre utilisés en recherche

(pharmacocinétique) ou en chirurgie (greffe) et présenter de nombreux avantages tels que la
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lutte contre le vieillissement et le manque de donneur. Enfin, au niveau de la thérapie
cellulaire, il a été montré que la microgravité permettait le maintien de différents types de
cellules souches [424—427].

Ainsi, les effets des vols spatiaux en général et de la microgravité en particulier étaient a
I'origine étudiés afin de développer des contremesures pour le maintien de la santé des
astronautes. A ce jour cependant, ces études se sont avérées avoir un fort intérét sociétal
puisque des applications ont été découvertes dans les domaines du vieillissement, de la
thérapie cellulaire, de la cristallisation de protéines [428] et de la culture cellulaire en 3D
[429,430] pour l'ingénierie des tissus. Il est par conséquent nécessaire de poursuivre les
recherches concernant les effets des stress liés aux vols spatiaux et notamment leur impact
sur le systeme immunitaire. En effet, ces recherches permettront non seulement de
maintenir la santé des astronautes en vol mais pourraient également, de la méme maniere
gue pour les autres thématiques citées ci-dessus, aboutir a des applications au niveau
sociétal. Dans cette partie, nous décrirons tout d’abord les effets du stress sur le Sl pour
ensuite nous intéresser plus particulierement a I'impact des stress liés aux vols spatiaux

(socio-environnementaux, radiations et microgravité).

B. Effets du stress sur le SI
1) Modulation des effets du stress selon sa durée

Le stress peut avoir des effets différents sur le Sl selon sa durée [240]. En effet, un stress
aigu est considéré comme ayant un effet plutét pro-inflammatoire et bénéfique en
provoquant une libération transitoire d’hormones de stress suivie d’un retour a la normale.
A l'inverse, un stress chronique semble avoir des conséquences déléteres [239,240,244,431]
puisqu’il va provoquer une augmentation dérégulée des hormones de stress et ainsi avoir
plutot des effets anti-inflammatoires [432,433]. Ces différences entre stress aigu et stress
chronique sont dues notamment aux variations de quantité d’hormones de stress produites
et plus particulierement de GC. En effet, ces derniers vont pouvoir se fixer a deux types de
récepteurs différents ayant une affinité et une localisation précise ce qui va provoquer des
effets variables au niveau de I'organisme (cf. partie 11.C.2.) [276].

De plus, la modulation du Sl par le stress n’est pas uniquement médiée par les GC puisqu’elle
peut étre observée chez des rongeurs ayant subi une ablation des glandes surrénales

[434]. La CRH, des neurotransmetteurs (e.g. norépinephrine) et neuropeptides (e.g.;
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neuropeptide Y et neurotensine) sont donc également impliqués [435,436]. En effet, le
stress, qu’il soit aigu ou chronique, active I'axe HHS ainsi que le systéeme nerveux
sympathique et la majorité des cellules du SI expriment des récepteurs aux hormones de
stress produites. De plus, les organes lymphoides primaires et secondaires sont innervés par
le SNS qui produit les catécholamines [437,438].

Ainsi, le stress peut potentiellement influencer a la fois le développement mais également la
maturation et la réponse des cellules du SI. Plusieurs variables telles que le type de stress, sa
durée et I'individu touché vont moduler les effets observés [240,439]. En retour, le Sl peut
moduler le SNC et le systéme endocrinien notamment via la production de cytokines pro-

inflammatoires [440].

a) Impact du stress aigu sur le SI

Un stress aigu a été montré comme induisant une redistribution des leucocytes circulants
[441] a la fois chez 'Homme [442] et chez la souris [443]. Ce trafic sera bénéfique en cas de
besoin d’'une immuno-protection comme par exemple au cours d’une infection. En effet, une
redistribution des cellules du Sl aurait pour but de relocaliser ces derniéres au niveau des
sites potentiels d’infection tels que la peau, les mugueuses ou les ganglions lymphatiques
[240,244,245,441]. |l est également a noter que |'effet inverse peut étre observé notamment
sur les cellules NK [444] et les neutrophiles [445,446] dont la fonction est diminuée en
réponse au stress aigu.

Une augmentation de I'efficacité du Sl en réponse a un stress de courte durée a été montrée
chez le rat comme étant majoritairement due aux hormones de stress telles que la
corticostérone et |'épinéphrine [447]. Cependant, en plus de ces hormones, une
augmentation de la quantité de certaines cytokines, telles que I'lL-6 et I'lL-1B circulantes,
participe également a 'augmentation de la capacité de défense du Sl par le stress aigu [256—
258,448]. Toutefois, les effets pro-inflammatoires d’un stress aigu peuvent également
s’avérer étre délétéres dans un contexte allergique ou auto-immun [238,244,449]. En effet,
si I'individu subissant le stress souffre de maladies auto-immunes (e.g. psoriasis, arthrite,
sclérose en plaque) ou d’autres maladies étant influencées par le Sl (e.g. dermatite, maladie
cardio-vasculaire), un stress aigu pourra avoir des effets délétéres pour I'organisme [450—

452].
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b) Impact du stress chronique sur le SI
Dans le cas d’un stress chronique, des effets généralement délétéres vont étre observés. En
effet, chez certains individus, le retour a I’homéostasie ne pourra jamais avoir lieu si le stress
est de longue durée ou si les répétitions sont trop rapprochées. Cela va engendrer des
perturbations du rythme circadien de production des hormones de stress [240] mais
également du sommeil et du comportement de l'individu. Ainsi, le stress chronique est
connu pour augmenter la susceptibilité aux infections virales ou bactériennes [453-457],
accélérer le vieillissement du SI [458] et participer a 'apparition de symptomes dépressifs et
a la diminution des capacités cognitives [459] de I'individu.
La prolifération des LT est affectée par de nombreux types de stress comme le
développement de maladies [460-462], les examens [463,464] ou encore les relations
interindividuelles [465—467]. Cela pourrait étre di a une diminution de I'IL-2 et de son
récepteur [468,469] (nécessaires a la prolifération, a I'activation et a la fonction des LT) qui
ont été observées en réponse a des stress chroniques. Un stress chronique sera donc
généralement considéré comme immunosuppresseur [240,470,471] mais il peut également
entrainer un changement de production cytokinique d’un profil Thl a un profil Th2 avec la
participation de I'lL-10 impliquée dans les allergies et les maladies auto-immunes [472].
De plus, il a été montré que le stress chronique pouvait impacter de nombreux processus
tels que la vaccination [468,473] et la cicatrisation [474-476] et pouvai également étre lié a
I'apparition de cancers en influencant les processus de réparation de I’ADN [477,478].
Il est a noter que les cellules NK sont impliquées dans la défense de I'organisme vis-a-vis des
cellules infectées ou en cours de transformation tumorale. De maniére intéressante, ces
cellules peuvent étre différemment impactées par le stress. En effet, il a notamment été
montré qu’un stress aigu pouvait augmenter le nombre et la cytotoxicité des cellules NK
[463] mais que d’autres modeles de stress, majoritairement chroniques, provoquaient une
diminution de I'efficacité de ces cellules [465,479-484] participant ainsi a la réactivation de
virus latents et au développement de cancers. De plus, des études portant sur I'exposition a
des hormones de stress, dont la production est dérégulée durant un stress chronique, ont
également montré un lien avec |'apparition de métastases [485,486]. Enfin, des études in
vitro ont confirmé que les hormones de stress telles que les GC, I’ACTH et la CRH pouvaient
entrainer une réactivation de virus latents [487,488]. Cette derniere a été observée en

réponse a différents types de stress chroniques [489,490] et notamment des stress de type
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socio-environnementaux tels que ceux liés a la profession [491], au mariage [466,467,492]
ou encore aux examens [493,494].

Pour finir, le stress a également un impact sur la production de cytokines par les cellules du
SI. Les cytokines sont des médiateurs solubles (cf. partie 1.B.5.) pouvant entrainer une
réduction de l'activité physique, de l'appétit et des interactions sociales, ainsi qu’une
augmentation de la somnolence et de I'anhédonie [495,496]. Il a notamment été montré
gu’un stress psychologique chronique pouvait moduler la production de cytokines et que le
SI, en retour, participait ainsi a la régulation de I'état émotionnel d’un individu [496-501].
Pour cela, le SI produit des cytokines qui vont pouvoir agir au niveau du SNC (via le nerf
vague ou en passant la barriere hémato-encéphalique) [502,503] et contréler notamment
I'humeur et les émotions [504]. De plus, certains types cellulaires présents dans le SNC (e.g.
microglie, astrocytes, cellules endothéliales) ont été montrés comme exprimant de
nombreux récepteurs aux cytokines et comme étant capables de produire ces dernieres
[505,506].

L’ensemble des perturbations du Sl présentées ci-avant peuvent étre liées aux hormones de
stress (e.g. GC, catécholamines) et il faut savoir que de nombreuses cellules telles que les
lymphocytes, les neutrophiles et les macrophages expriment des récepteurs pour ces

hormones [507-510].

2) Effets des hormones de stress sur les cellules du SI
a) Généralités

Le stress provoque I'augmentation des niveaux d’adrénaline et de noradrénaline circulantes
ayant un impact variable, en fonction du type et de la durée du stress, sur la fonction du SI
[511,512] et notamment des lymphocytes, des monocytes et des macrophages exprimant
leurs récepteurs. De plus, I'innervation des organes lymphoides comme la moelle osseuse
par le SNS va étre en mesure de moduler la différenciation et la production de leucocytes via
la production de catécholamines [513-515]. En effet, les catécholamines vont généralement
avoir un effet immunosuppresseur en diminuant la fonction de ces cellules et cela a été
confirmé par des expériences d’ablation du SNS provoquant de nombreuses altérations du SI
[516] et une augmentation de I'apparition de maladies auto-immunes [517-520].

Le stress provoque également la production de GC qui inhibent la fonction des macrophages

et des lymphocytes ainsi que leurs migrations. Concernant les lymphocytes B, responsables
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de la production d’Ac, le stress a été montré comme pouvant moduler le type
d’'immunoglobuline produite [480,489,521]. Au niveau des lymphocytes, il a été montré que
le stress peut entrainer une diminution a la fois des LT totaux [464] et notamment des LT
CD4" [481]. Il peut également entrainer une diminution de la prolifération des LT mémoires
[491,522] et impacter I'activation et la prolifération des LT CD8" [479,489] via a la fois les GC
et les catécholamines [523,524].

Le stress en général et les GC en particulier sont également connus pour induire un
changement de production cytokinique d’un profil Thl a un profil Th2 en diminuant la
production d’IFNy et en augmentant celle de I'lL-10 [525,526].

De maniere générale, les hormones de stress et particulierement les GC inhibent la
production de cytokines [527-529] et d’autres médiateurs pro-inflammatoires dans de
nombreux tissus [433,530] tout en augmentant la production de cytokines anti-
inflammatoires [531-533]. En effet, les leucocytes exprimant les récepteurs aux GC vont
produire moins de cytokines pro-inflammatoires [534,535]. Cependant, des cas particuliers
peuvent étre observés notamment concernant I'lL-6 qui est une cytokine pro-inflammatoire
pouvant étre induite par des hormones de stress [525]. Ainsi, le stress peut provoquer une
augmentation de I'lL-6 pro-inflammatoire dans le plasma [474,536—-538] qui a elle-méme été

liée au développement de dépressions [536,539].

b) Impact des hormones de stress sur les DC
Le stress aigu a été montré comme étant bénéfique pour la fonctionnalité des DC avec une
augmentation de leur maturation, de leur migration a partir de la peau vers les ganglions
lymphatiques [540-542] et de leur efficacité a activer les LT [543,544]. Cependant, I'étude
des effets des hormones de stress a montré un fort impact délétere sur le phénotype et la
fonction des DC. En effet, les catécholamines ont été montrées comme diminuant la fonction
des cellules de Langerhans (DC présentes dans la peau ; cf. partie I.C.2.c.) [545] notamment
en provoquant une baisse de la production d’IL-12 et ainsi une inhibition de la polarisation
vers un profil Thl [546,547] ce qui favorise la réponse de type Th2 [548] dont nous avons
parlé ci-avant (cf. partie 1ll.B.2.b.). Les catécholamines sont également susceptibles de
réduire les capacités d’apprétement [545] et de présentation [549] de I’Ag, ainsi que de
stimulation des LT [550] par les DC. De la méme maniére, concernant les GC, des études ont

montré un effet inhibiteur de ces derniers sur la fonction des DC [551,552]. En effet,
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I’administration orale ou topique de GC provoque une réduction du nombre de pDC
circulantes [553] et de cellules de Langerhans [554] respectivement. L'influence de la
déxaméthasone (corticoide de synthése) sur le développement et la fonction des DC a
également été beaucoup étudiée. Une diminution de la viabilité des DC présentes dans la
peau [555,556], la rate et les ganglions lymphatiques [557,558] a notamment été mise en
évidence ainsi qu’une diminution de leur migration vers les ganglions lymphatiques [559].
Ces résultats sont a mettre en paralléle avec d’autres études montrant une diminution de
I’expression membranaire des marqueurs d’activation/maturation des DC [558,560,561]. En
effet, les GC limitent la capacité d’interaction des DC avec les LT en empéchant
I’augmentation de I'expression du CMHII et des molécules de co-stimulation telles que CD86
[562]. De plus, la déxaméthasone diminue la capacité des DC a présenter I’Ag [558] et a
stimuler les LT [555,563-565]. De maniére intéressante, les DC exposées a la déxaméthasone
sont également incapables de maturer et induisent une réponse de type Treg mais il est a
noter que cet effet n’a plus lieu aprés activation des DC au LPS [563]. Cela met en évidence
I'effet différentiel que peuvent avoir les GC sur les DC selon le stade de maturation de ces
dernieres. Concernant les cytokines, une baisse de la sécrétion d’IL-1, d’IL-12 et de TNF-a par
les DC traitées aux GC a été observée [560]. Ces cytokines étant impliquées dans la survie et
la maturation des DC, leurs diminutions participent donc aux altérations de maturation et de

fonction citées ci-avant [566].

C. Impact des vols spatiaux sur le SI
1) Généralités

Les effets des vols spatiaux sur la Rl n’ont été que trés peu étudiés chez I’'Homme mais il a
été montré que de nombreux parametres étaient affectés. Concernant I'immunité humorale,
I'utilisation de modeles animaux de type amphibien a montré que les vols spatiaux
affectaient le répertoire d’anticorps [567] avec une baisse de la fréquence des mutations
hypersomatiques indiquant que la réponse humorale pourrait é&tre moins efficace en vol. De
plus, cette impact sur les Ac pourrait également altérer la lymphopoiese [568] ce qui a été
confirmé chez la souris a la fois au niveau des LT et des LB en utilisant des modeles
d’hypergravité et de microgravité simulée par suspension anti-orthostatique [569,570].

Des études menées sur des équipes d’astronautes, directement aprés retour de missions,

ont montré une altération de la production de cytokines [571]. En effet, une diminution des
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cytokines de type Thl est observée en vol ce qui contribuerait a la diminution de I'immunité
innée et suggererait un changement vers un profil d’expression de type Th2 [419]. Cette
polarisation vers un profil cytokinique de type Th2 représente un risque puisqu’elle participe
aux allergies et aux hypersensibilités [572,573] du fait de la diminution de I'immunité
médiée par les cellules. En effet, certains astronautes ont montré des symptémes allergiques
et d’hypersensibilité cutanée en vol [572].
Un changement de distribution de leucocytes [574] et une diminution de I'efficacité des NK
[575,576], des lymphocytes [577] et de la RI médiée par les cellules en général [578,579] ont
également été observés chez des astronautes. De plus, ces derniers semblent étre sujets aux
infections avant, pendant et aprés leurs vols puisque prés de la moitié de ceux ayant
participés a des missions de 6 mois a bord de I'lSS ont souffert de troubles immunologiques
notables [573]. Une autre étude plus ancienne avait également montré que 15 des 29
astronautes ayant participés aux missions Apollo ont contracté des infections virales ou
bactériennes soit durant le vol, soit durant la semaine suivant leur retour sur Terre [580].
Enfin, des réactivations de virus latents tel que le virus Epstein-Barr ont été observées chez
de nombreux astronautes [581]. Des perturbations du Sl ont souvent été mises en évidence
au retour sur Terre mais d’autres études ont montré qu’elles avaient lieu en vol et n’étaient
donc pas dépendantes de |'atterrissage et de la réadaptation a I’environnement Terrestre
[582,583].
L'ensemble de ces données suggére que les vols spatiaux provoquent une diminution de
I'efficacité du SI menant a des altérations qui pourraient constituer un risque majeur
notamment pour les futures missions de longue durée au cours desquelles, un retour sur
Terre ne sera pas possible et ol les moyens thérapeutiques seront limités [584,585].

2) Effet des différents types de stress rencontrés lors des vols

spatiaux

Nombre des altérations du Sl observées en vol et présentées ci-dessus pourraient étre dues
aux hormones de stress [418,586] et notamment la diminution de la RI [584,587,588]. En
effet, une redistribution des leucocytes a été observée en vol [574] ainsi qu’en réponse a un
stress [441,442]. De la méme maniére, la réactivation des virus latents peut étre observée en
réponse a un stress [489,490], a des hormones de stress [487,488] et en vol [581] (cf. Parties
lIl.B.b. et Ill.C.1.). De plus, une polarisation d’un profil Thl vers un profil Th2 a également

été observée en réponse a un stress [472,525,526] ainsi qu’en vol [419]. Il existe par
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conséquent de nombreuses similarités entre les effets du stress sur Terre et les vols spatiaux
vis-a-vis du S| avec une tendance générale a la baisse d’efficacité. En effet, les astronautes
sont soumis a de nombreux stress de type physique durant leurs missions (e.g. changements
de gravité, radiations) mais ils subissent également des stress de type socio-
environnementaux (e.g. isolement, sorties extravéhiculaires, confinement, perturbations du
rythme circadien, relations entre membres de I’équipe). Tous ces stress sont susceptibles de
provoquer la libération d’hormones de stress qui va étre modulée selon I'individu touché et
les caractéristiques de la mission (e.g. dangerosité, durée, charge de travail, entente au sein
de I’équipe). Ainsi, la variation inter-individuelle de production des hormones de stress
pourrait participer aux variations observées au niveau des effets des vols spatiaux sur le SI
des astronautes. |l est par conséquent important de garder a l'esprit que les altérations
observées au niveau du S| des astronautes sont causées par la combinaison de I'ensemble
des stress rencontrés en vol [418,575,579,589-591]. Cependant, |'environnement spatial
étant unique et trés complexe, les chercheurs se voient souvent dans |'obligation d’étudier
les effets de chaque type de stress individuellement. Nous allons par conséquent présenter
ci-apres les effets des principaux stress rencontrés au cours des vols spatiaux par les
astronautes sur le Sl et qui sont : les radiations, les stress socio-environnementaux et les

changements de gravité.

a) Les radiations
Bien qu’une exposition a de faibles doses de radiations semble avoir un effet positif sur le SI
(Hormeése) [592], les doses regues par les astronautes au cours d’'une mission de longue
durée en dehors de la magnétosphére risquent, quant a elles, d’étre élevées et d’avoir par
conséquent des conséquences délétéres. Cependant, du fait de la difficulté a simuler les
radiations spatiales, peu d’études ont été réalisées sur le SI. De plus, contrairement a la
microgravité (qu’il est possible d’obtenir a bord de I'ISS), les chercheurs sont dans
I'impossibilité de valider les résultats des études menées sur les radiations spatiales. En
effet, aucune étude sur 'Homme hors de la magnétosphére n’a pu étre conduite a ce jour,
ce qui limite considérablement les connaissances vis-a-vis des effets des radiations spatiales
sur les astronautes. Ainsi, les données présentées dans cette partie doivent par conséquent

étre prises en compte avec précaution puisqu’elles portent sur les effets de radiations

spatiales simulées.
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L'exposition de moelle osseuse a des radiations spatiales simulées (éruption solaire et
rayonnement cosmique) a montré une altération de I’'hématopoiese ainsi qu’une
augmentation des dommages de I’ADN et du développement de cancers de type leucémique
[295]. De plus, I'exposition de cellules souches hématopoiétiques a différents niveaux de
radiation a également montré une altération de la différenciation des cellules appartenant a
la lignée myéloide [593]. Des études ont également montré que des radiations spatiales
simulées entrainaient une activation des cellules de la microglie (macrophages présents dans
le SNC) liée a un déficit des processus cognitifs [594,595]. Bien que le type de radiation
utilisé ne soit pas directement lié a I'espace, une étude a également montré une diminution
de I'efficacité de monocytes exposés a des radiations micro-ondes [596], suggérant ainsi que
ce type de cellule immunitaire pourrait étre susceptible d’étre affecté par des radiations
spatiales.

De plus, les radiations peuvent engendrer des mutations ainsi que la production de ROS.
L’ensemble de ces altérations pourraient entrainer une apoptose précoce et/ou une perte
de fonction des cellules du SI en cours de différenciation ou matures. Elles sont également
susceptibles d’engendrer des mutations menant a une transformation tumorale comme cela
a été montré dans les études citées ci-dessus. De maniére intéressante, ces mutations
peuvent également toucher certaines bactéries (e.g. Acinetobacter, Saccharomyces
cerevisiae) qui sont capables de survivre apreés irradiation ou en présence de ROS [597,598].
D’autres bactéries sont également capables de mettre en place des systémes de réparation
de I’ADN [599] et de détoxification des ROS [600] leur permettant ainsi de survivre aux
radiations ionisantes (e.g. Deinococcus) [601,602]. De plus, les bactéries peuvent résister
efficacement aux radiations sous forme de spores puisque ces spores ne contiennent que
trés peu d’eau ce qui réduit la possibilité de production de radicaux hydroxyles [603—605].
Ainsi, les effets causés par les radiations sur les bactéries sont susceptibles d’entrainer une
augmentation des risques d’infection pour les astronautes qui présentent, de surcroit, une
diminution de I'efficacité de leur SI. Les radiations spatiales constituent par conséquent un

stress majeur et un risque important pour la santé des astronautes.

b) Les stress socio-environnementaux
De nombreux stress socio-environnementaux sont rencontrés par les astronautes au cours

de leurs missions (e.g. perturbation du rythme circadien, isolement et confinement
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extréme). Il faut savoir que l'isolement et le confinement ont un impact sur le SI
[319,588,606—609] et que des effets plus marqués ont été observés lorsque le confinement
était réalisé dans un espace plus réduit. De plus, un espace confiné augmente la probabilité
et la vitesse de transmission des agents infectieux ce qui constitue un danger, en particulier
lorsque le SI est affaibli. Dans le cas des missions en Antarctique (modéle de simulation
d’isolement extréme) une altération de la fonction des LT (diminution de leur prolifération et
de leur réponse a I’Ag) ainsi qu’une réactivation de certains virus ont été observés [610—
612]. De maniére intéressante, cette réactivation de virus latents a également été observée
en période de stress intense (e.g. examens [613]) et au cours des missions spatiales (cf.
Parties lIl.B.b. ; 1l.C.1. et lIl.C.2.).
Des dérégulations immunitaires telles qu’une augmentation du nombre de leucocytes,
granulocytes et monocytes circulants ont également été observées durant des missions
menées dans les laboratoires situés sur le plancher océanique (NEEMO ; confinement et
isolement extréme) [614]. Le Sl semble donc étre en état « d’alerte » durant ces missions de
simulation de I’'environnement spatial [615] ce qui se rapproche des effets du stress aigu sur
le SI (cf. Partie 111.B.1.a.).
Il faut toutefois rester prudent quant a I'extrapolation des résultats de ces études puisque la
pression élevée (NEEMO) et I'absence de confinement (Antarctique) ne sont pas retrouvées
en vol. Les stress socio-environnementaux sont donc susceptibles d’'impacter le Sl et il faut
également garder a I'esprit qu’ils impactent de maniere significative I'état émotionnel des
individus. Des contremesures permettant de limiter leurs effets devront par conséquent étre
développées afin de garantir la santé des astronautes au cours de missions de longue durée.

c) Les changements de gravité

i. L’hypergravité

L'hypergravité est un terme décrivant une situation durant laquelle un individu se trouve
dans un environnement ol la valeur du vecteur gravitaire est supérieure a 1g (gravité
Terrestre). En effet, au cours des missions spatiales, les astronautes sont sujets a des phases
d’hypergravité aiglie et ce notamment au moment du décollage et de I'atterrissage. Il a été
montré que les modifications du systéme immunitaire observées en vol semblent
indépendantes de ces périodes d’hypergravité puisqu’elles persistent tout au long des

missions de longues durées [582]. Néanmoins, I'hypergravité est un stress susceptible
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d’altérer le bon fonctionnement du Sl. Il est a noter que les cellules les plus étudiées en
condition de gravité altérée sont les lymphocytes. Des souris exposées a différents niveaux
d’hypergravité (2g et 3g) durant 21j présentent une diminution de masse corporelle ainsi
que de la rate et du thymus [616]. Une diminution des populations de
monocyte/macrophages, de lymphocytes et de granulocytes circulants, corrélée a
I’'augmentation du niveau de gravité, a également été observée dans cette étude. Ces
résultats montrent par conséquent que I'hypergravité altere a la fois le nombre et Ila
distribution des leucocytes murins particulierement durant la premiére semaine de
centrifugation. Des résultats similaires avaient été observés dans une étude utilisant une
valeur d’hypergravité moindre (1,6g durant 7 et 40j) [617]. En effet, ces auteurs ont montré
une diminution du nombre total de leucocytes et plus particulierement des lymphocytes
présents dans la rate, le thymus et circulants [617].

Toutefois, le niveau d’hypergravité ainsi que la durée d’exposition peuvent entrainer des
effets différents. En effet, notre laboratoire a montré une augmentation du niveau de
corticostérone uniquement chez les souris exposées a 3g mais pas a 2g mettant ainsi en
évidence une réponse au stress variable selon le niveau d’hypergravité [618]. De plus, une
diminution de la réponse a I'Ag des lymphocytes T spléniques de souris exposées a
I’"hypergravité chronique a été mise en évidence ainsi qu’une diminution de la quantité de
chimiokines (MCP-1 and IP-10) et de cytokines de type Thl (IFNy et IL2). Encore une fois,
cette diminution est plus importante a 3g qu’a 2g. De maniére intéressante, la concentration
d’lgG et d’'lIgA sériques étaient supérieures aux controles uniquement pour les souris
soumises a une hypergravité de 2g. Bien que les effets physiologiques puissent étre modulés
différemment par le niveau d’hypergravité, il semblerait néanmoins que cette derniere
entraine globalement, une diminution du nombre et de I'efficacité des cellules du SI.
L’exposition a I'hypergravité pourrait ainsi diminuer la réponse allergique comme cela a été
montré chez la souris [619] mais il est cependant a noter que cette étude utilise un niveau
d’hypergravité chronique (1 mois) tres élevé (5g). A l'inverse, une autre étude a montré
gu’une phase d’hypergravité élevée (10g) et aiglie (4h) provoque une exacerbation de la
réponse allergigue en augmentant notamment la concentration d’IL-5 sérique et en
favorisant l'infiltration de cellules du Sl telles que les éosinophiles, les neutrophiles et les
lymphocytes dans les tissus pulmonaires [620]. Cette information rappelle les effets du

stress aigu sur le S| discutés ci-avant (cf. Partie lll.B.1.a.). Des LT humains cultivés en
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condition hypergravitaire chronique (10g durant 11j) ont notamment été montrés comme
développant une motilité plus précoce par rapport a des LT ayant été préalablement cultivés
en condition normogravitaire [621]. Enfin, une étude réalisée chez la souris par notre
laboratoire a montré une altération de 85% du répertoire du TCRB de nouveau-nés
développés en condition hypergravitaire [569]. Cette étude montre par conséquent que la
gestation en condition de gravité altérée pourrait modifier la reconnaissance de I’'Ag et par
conséquent la réponse immunitaire.

Outre les LT, l'influence des changements gravitaires sur les macrophages, et plus
particulierement sur I'explosion respiratoire (« oxidative burst » en anglais), a également été
étudiée [622]. Cette étape d’explosion respiratoire aboutit a la formation de radicaux
oxygénés dont la toxicité provoque la mort des bactéries contenues dans la vacuole de
phagocytose. lls ont montré que la production de ROS était rapidement altérée par des
changements gravitaires (quelques secondes) et que les altérations étaient dépendantes du
niveau de gravité [622]. En effet, la microgravité simulée par clinostat 2D induit une
diminution de la production de ROS alors que, a l'inverse, I'hypergravité provoque une
augmentation de leur production. Ainsi, les changements gravitaires impactent le SI mais les

durées de stress et les niveaux de gravité entrainent des effets différents.

ii. La microgravité
» Effets de la microgravité sur les bactéries
Les bactéries se divisent plus rapidement que ce soit en microgravité réelle ou simulée [623—
626]. De plus, une augmentation de la virulence [627,628] et de la résistance aux
antibiotiques [629-632] de certaines bactéries ont été observées en vol ainsi qu’une
altération de la composition des flores bactériennes intestinale [633], orale [634,635] et
nasale [634]. Ces perturbations des flores bactériennes commensales peuvent engendrer
une dysbiose et le développement de bactéries pathogenes opportunistes telles
qu’Escherichia coli, Enterobacteria et Clostridia [636,637]. De plus, la capacité de certaines
bactéries (e.g. Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Staphylococcus aureus) a former des
biofilms a été montrée comme étant altérée en vol [627,638] et en microgravité simulée
[639-644]. Le développement de biofilms a notamment été observé dans les circuits d’eau
mais également sur d‘autres surfaces [645—-647]. Cette tendance générale a augmenter la

capacité des bactéries a former des biofilms en vol peut poser des problemes pour la santé

67






des astronautes puisque les infections sont basées sur cette formation de biofilms et que les
bactéries présentes dans ceux-ci sont plus difficiles a reconnaitre par le Sl et a traiter
[648,649]. L'ensemble des modifications subies par les bactéries en condition
microgravitaire (mais également en présence de radiations; cf. partie 1ll.C.2.a.) sont a

mettre en regard des modifications observées au niveau du SI.

» Effets de la microgravité sur le SI
v’ Généralités

En regle générale, le Sl est moins efficace en vol et ces altérations semblent étre dues au
grand nombre de stress subis par les astronautes, sans qu’il soit toutefois possible
d’identifier I'impact de chaque stress de maniére individuelle. Au cours de ce projet, celui
gui nous intéresse plus particulierement est I'impact de la microgravité sur le Sl. En effet, le
Sl s’est développé en présence de la gravité et son absence est donc susceptible d’induire un
stress et de perturber son fonctionnement.

Une expérience menée en milieu clos sur Terre a montré une diminution de la RI médiée par
les lymphocytes mais pas d’augmentation au niveau des infections virales ou de la
réactivation de virus latents [319]. Ces deux derniers parametres ayant été observés en vol,
leur absence en réponse a un stress de type isolement suggére que la microgravité pourrait
étre un facteur jouant un réle important. En effet, de nombreuses infections ont été
rapportées en vol [650] et des altérations du Sl ont été observées a la fois en condition de
microgravité réelle et simulée [651].

Concernant le SI, il a été montré que les neutrophiles étaient affectés par les vols spatiaux
[652-654], tout comme les monocytes qui présentent une dépolymérisation du
cytosquelette d’actine [655] ainsi qu’une altération de leur activation au LPS en condition
microgravitaire [656]. Une diminution du nombre de lymphocytes [652] et d’autres cellules
du SI a également été rapportée en microgravité. En effet, concernant les lymphocytes, il a
été montré que la microgravité présente un effet pro-apoptotique [657] et diminue leur
prolifération [658,659]. Concernant les LB, une étude menée au laboratoire et portant sur
les effets de la suspension anti-orthostatique sur la lymphopoiése B montre que cette
derniere est diminuée du fait d’un blocage entre le stade pro-B et le stade pré-B [570]. De
maniére intéressante, ces modifications semblent similaires a celles observées au cours du
vieillissement. L'activation des LT en condition microgravitaire est également tres affectée

[660—664]. Cette diminution de I'activation des LT [665] serait due a une diminution de la
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production d’IL-2 et de I'expression de son récepteur [666—669]. De plus, I'inhibition de
I’activation des LT en microgravité semble également provenir de I'impact de cette derniéere
sur les facteurs de transduction et les voies de signalisation. En effet, en absence de gravité,
de nombreux facteurs de transcriptions tels que NF-kB, CREB, ELK, AP-1 et STAT sont
négativement régulés dans les LT [670]. Il faut savoir que ces facteurs de transcription sont
responsables de I'activation des LT aprés stimulation du TCR et qu’ils sont sous l'influence
de PKA (Protéine kinase A). Ainsi, PKA pourrait jouer un réle majeur quant aux effets de la
microgravité sur les LT puisque sa signalisation (responsable de la régulation de I'activation
des LT) est inhibée par la microgravité [670]. La microgravité a par conséquent un fort
impact qui a été beaucoup étudié sur les LT contrairement aux cellules dendritiques qui sont
pourtant leurs partenaires privilégiés. Etant donné leur r6le majeur dans I'orchestration de la

Rl, il nous a paru important d’étudier les effets de la microgravité sur les DC.

V' Effets de la microgravité sur les DC
Il a été montré que la microgravité diminue significativement la différenciation des DC a

partir de monocytes d’astronautes prélevés en fin de mission [671] ou de cellules souches
hématopoiétiques humaines exposées a la microgravité simulée [672]. De plus, la fonction
phagocytaire, le phénotype et la production d’IL-12 (utile pour la polarisation des LTCD4+
naifs vers un profil Thl) de DC humaines sont affectés par la microgravité simulée [673]. Il
est cependant a noter que seuls les marqueurs phénotypiques HLA-DR (= CMHII) et CD80 ont
été pris en compte dans ces expériences relativement anciennes. Néanmoins, ces résultats
suggerent une altération de l'efficacité de réponse aux pathogenes, ce qui a été montré in
vitro, avec une diminution de I'activité des LTc cultivés en microgravité et en présence de
différents types d’Ag [674]. Ces résultats sont a mettre en relation avec le fait que les
lymphocytes expriment moins de LFA-1 en condition microgravitaire [675] suggérant ainsi
gue la fonction des DC pourrait étre altérée. En effet, LFA-1 est une intégrine indispensable
au contact entre DC et LT afin de former la synapse immunologique lors de la présentation
de I'Ag (cf. partie I.C.2.f.i.). De maniére intéressante, une étude in vivo dans laquelle des
cellules OT-ll (lymphocytes T présentant un TCR transgénique et reconnaissant
spécifiguement I'ovalbumine de poulet) transférées a des souris stimulées avec de
I'ovalbumine en vol, a montré une diminution de la tolérance durant un vol spatial par
rapport aux souris stimulées a I'ovalbumine sur Terre [676]. Cette expérience a également

révélé une augmentation des cytokines pro-inflammatoires produites par les splénocytes
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murins [676]. Ces résultats semblent en contradiction avec la probable diminution de
réponse aux pathogenes évoquée dans I'étude des effets de la microgravité simulée sur des
DC humaines présentée ci-dessus [673]. Cependant, ces effets contradictoires pourraient
s’expliquer par les différences de modeles utilisés dans ces études: Homme vs souris ; in
vitro vs in vivo ; espace vs Terre. Enfin, deux études montrent une diminution de la viabilité
des DC exposées a la microgravité simulée [674,677] qui aurait par conséquent un effet pro-
apoptotique.

Ainsi, les vols spatiaux diminuent I'efficacité du S| et cette diminution semble étre la
conséquence des principaux stress rencontrés en vol que sont les radiations, les stress socio-
environnementaux et la microgravité. L'affaiblissement du SI est a mettre en regard des
modifications subies par les bactéries en vol et nous avons vu que la microgravité, le
confinement et les radiations étaient susceptibles d’augmenter leur pouvoir infectieux. De
plus, nous avons pu voir que les LT et les DC étaient négativement impactés par la
microgravité. Ces derniéres étant responsables de I'orchestration de la Rl, il nous a par
conséquent semblé essentiel d’étudier les effets de la microgravité simulée sur le phénotype

et la fonction des DC.
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Objectifs du projet

Au cours des vols spatiaux, les organismes sont confrontés a de nombreux stress tels que la
microgravité, les radiations, I'isolement et le confinement. Cet environnement particulier est
connu pour engendrer des altérations physiologiques, cellulaires et moléculaires notamment
au niveau du systeme immunitaire [585]. De maniere intéressante, certaines de ces
altérations, mises en évidence lors de vols spatiaux ou grace a l'utilisation de modeles
terrestres, ressemblent a celles observées lors du vieillissement. De plus, avec les avancées
technologiques, les vols spatiaux pourraient concerner une proportion plus large de la
population (vol suborbitaux) et durer plus longtemps (exploration de Mars). Cependant, les
différentes expériences menées jusqu’ici durant les missions spatiales ont été réalisées sur
des personnes entrainées a survivre dans cet environnement hostile. Ainsi, I'étude des
impacts que peuvent avoir les conditions de vol spatial, réelles ou simulées, sur I'organisme

revét un intérét important.

Dans ce contexte, mon projet de thése vise a étudier les effets des stress rencontrés lors de
vols spatiaux sur le systéme immunitaire et comporte deux objectifs principaux.

Objectif 1: Etude des effets de différents types de stress, rencontrés en vol et
simulés en laboratoire, sur la production de la molécule C3 du complément.

Le systeme du complément joue un role central dans le déroulement de la réponse
immunitaire et donc dans la défense de I'organisme contre les agents pathogéenes. En effet, il
va non seulement favoriser leur destruction mais également jouer un role trés important de
chimiotactisme et d’activation des cellules du Sl (e.g. macrophages, granulocytes,
lymphocytes) sur le site de l‘infection. Ainsi, nous avons souhaité savoir si les conditions
rencontrées lors de vols spatiaux pouvaient engendrer une altération du systeme du
complément. Pour cela, nous nous sommes plus particulierement intéressés a C3 car cette
molécule centrale est commune a I'ensemble des voies d’activation du complément.

Cette étude a été réalisée sur 2 modeles animaux: des amphibiens (P. waltl) et des
mammiféres (souris). Le premier étant un modele utilisé pour I'étude du S| en condition
réelle de vol spatial car ne nécessitant que peu d’entretien et étant caractérisé par une
conservation des grandes caractéristiques de la réponse immunitaire par rapport a 'Homme

[678]. Le second modele a avoir été choisi est la souris puisque la majeure partie de la

71






recherche scientifique se fait actuellement sur modéle murin avant transposition a ’'Homme.
De plus, il a été montré que le systeme du complément est évolutivement conservé au
niveau de ces espéces et ressemble a celui de 'Homme [93].

Dans un premier temps, des larves d’amphibiens ont été exposées individuellement a
différents types de stress rencontrés en vol et que nous avons recréés en laboratoire : la
microgravité, les radiations, le confinement, les vibrations et I'obscurité. L'impact de cette
exposition sur la production de C3 a été étudié au niveau transcriptionnel. Ensuite, nous
avons souhaité étudier I'impact de ces stress combinés a la fois au niveau transcriptionnel et
protéique.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a la production de C3 chez la souris.
Pour cela, nous les avons exposées a deux modeéles différents que sont le HU (HindLimb
Unloading) et le CUMS (Chronic Unpredictable Mild Stress). Le premier correspond au
modele de référence utilisé pour simuler la microgravité chez le rongeur et le second est un
modéle d’étude d’une combinaison de stress socio-environnementaux. La production de C3
dans le foie de ces souris a ensuite été étudiée au niveau transcriptionnel et protéique.
Objectif 2 : Etude des effets du stress sur les cellules dendritiques murines.

Le deuxiéme objectif de mon projet visait a étudier I'effet du stress sur les cellules
dendritiques. Les cellules dendritiques (DC) sont des CPA (cellules présentatrices de
I’antigéne) professionnelles qui sont essentielles a I'orchestration de la réponse immunitaire
grace a leur capacité a sécréter des cytokines et a diriger la réponse des LT CD4" naifs vers un
profil pro- ou anti-inflammatoire. De plus, la découverte de nouveaux marqueurs ainsi que
de sous-populations de DC (e.g. cellules dendritiques plasmacytoides pDC) impliquées dans
de nombreuses maladies, elles-mémes influencées par le stress, ouvrent un nouveau champ
d’investigation quant a leur role et leur régulation suite a un stress.

Tout d’abord, nous avons étudié le phénotype de cellules dendritiques spléniques cultivées
en présence de sérums issus de souris soumises a un stress de type hypergravitaire ou de
type socio-environnemental. Nous avons ensuite souhaité étudier I'effet direct que pouvait
avoir un stress de type gravitaire sur le phénotype et la fonction des cellules dendritiques.
Pour cela, nous avons cultivé des cellules dendritiques spléniques ou des cellules
dendritiques différenciées a partir de moelle osseuse en condition de microgravité simulée
par RPM (Random Positioning Machine) en présence ou en absence de LPS permettant leur

activation/maturation. Cette étude de l'effet direct d’un stress microgravitaire sur les
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cellules dendritiques nous a ainsi permis de nous affranchir de I'environnement hormonal et
cytokinique qui complexifie I'analyse des données obtenues lors d’une approche in vivo.
Nous nous sommes tout d’abord intéressés a des parametres cellulaires, connus pour étre
perturbés en condition microgravitaire, comme le cytosquelette et la mort cellulaire.
Ensuite, nous avons étudié les variations d’expression membranaire et de transcrits des
molécules phénotypiques d’activation/maturation, essentielles aux fonctions des cellules
dendritiques, comme le CMHII et les molécules de co-stimulation CD40, CD80 et CD86. Enfin,
nous avons tenté de savoir si le stress microgravitaire était capable d’influencer la fonction

de présentation antigénique des cellules dendritiques.
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Matériel et Méthodes

I. Animaux
Les souris utilisées afin de purifier les cellules dendritiques spléniques ou de récupérer la

moelle osseuse permettant de réaliser la différenciation de cellules dendritiques dérivées de
moelle osseuse étaient des C57BI/6J agées de 7 a 14 semaines (Charles River, France). Celles
utilisées pour réaliser la purification des LT CD4* OT-II étaient des C57BI/6J OT-1l 4gées de 4 a
8 semaines (C57BL/6-Tg(TcraTcrb)425Cbn/Crl ; Charles River, France). L'ensemble des souris
utilisées était hébergé a des parametres de température (22 °C +/- 2°C), d’hygrométrie (50%
+/- 10%) et de cycle jour/nuit (12h/12h) contrélés avec un accés ad libitum a I'eau et a la
nourriture. L’hébergement a été réalisé soit dans une animalerie (ENSAIA, Nancy, France),
soit dans des armoires ventilées (A-box, Noirot, France) (Faculté de Médecine, Nancy,
France). L'ensemble des expérimentations a été réalisé selon les directives de I'Union
Européenne (2010/63/UE) et la législation en vigueur au sein de I"'Université de Lorraine (n°

d’agrément : CELMEA-2012-008 (Faculté de Médecine) et A54-547-24 (ENSAIA)).

II. Mise a mort
Les souris ont tout d’abord été anesthésiées a I'aide d’une station d’anesthésie Minerve®

(Esternay, France) ou TemSega (Pessac, France) en utilisant un mélange équimolaire
d’isoflurane (AbbVie ou Zoetis, France) et d’oxygéne afin de réduire les effets du stress au

moment de la mise a mort réalisée ensuite par disclocation des vertebres cervicales.

III. Culture cellulaire
Le milieu de culture était composé de RPMI 1640 enrichi avec 10% de sérum de veau fcetal

(SVF) (Sigma-Aldrich, L'Isles d’Abeau Chesnes, France) décomplémenté 1h a 56°C, 100 U/mL
de pénicilline, 100 pg/mL de stréptomycine, 10 mM d’HEPES, 2 mM de L-glutamine, 1 mM de
sodium pyruvate, 1% d’acides aminés non essentiels et 57,2 uM de B-mercaptoéthanol
provenant tous de chez Sigma-Aldrich (France). L'ajout de lipopolysaccharide (LPS) a été
réalisé pour une concentration finale de 100 ng/mL. Les cellules ont été cultivées en

incubateur a 37°C avec 5% de CO,.

A. Différenciation des cellules dendritiques dérivées de moelle
osseuse (BMD(C)
Les moelles de souris C57BI/6J) ont été différenciées en BMDC a I'aide d’un traitement au

FMS-like tyrosine kinase 3 ligand (FIt3L ou FL) provenant soit de Peprotech (France) ou de
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Miltenyi Biotec GmbH (Allemagne) durant 7 jours. Les moelles des fémurs et tibias de souris
ont été récupérées et une suspension cellulaire a été obtenue par pipettage vigoureux. Les
cellules ont ensuite été ensemencées en flasque T75 a une concentration finale de 2x10°
cellules/mL en présence de FL a une concentration finale de 100 ng/mL. La moitié du volume
total de culture a ensuite été renouvelé a j2 et j5 avec du milieu complet a 37°C et
supplémenté en FL. Apres 7 jours de différenciation, les BMDC ont été lavées et cultivées a
2x10° BMDC/mL avec ou sans LPS (100 ng/mL). Uefficacité de différenciation a été évaluée
par cytométrie en flux en marquant les BMDC a I'aide d’anticorps couplés a des molécules
fluorescentes et dirigés contre CD11c (PC7), mPDCA (eFluo610) et CMHIl (e450). Le
pourcentage de BMDC CD1lc positives était compris entre 75% et 85% a 7 jours de
différenciation.
B. Purification cellulaire

1) Purification des cellules dendritiques (DC) spléniques
Chaque rate de souris a été prélevée par dissection, coupée en morceaux et incubée 15 min

a 37°C 5% de CO, dans une solution provenant d’'un kit de dissociation enzymatique
(Miltenyi Biotec GmbH, Allemagne) contenant un Buffer S 1X et un mélange de 2 enzymes A
et D. Ensuite, les morceaux de rates ont été dissociés mécaniquement a 'aide d’un tamis
cellulaire de 70 ou 40 um EASYstrainer (Greiner bio-one, Dutscher, France). Les DC
spléniques ont ensuite été purifiées a I'aide d’un kit de sélection positive en utilisant des
microbilles magnétiques CD11c, du Fc Block et des colonnes LS en suivant les instructions du
fabricant (Miltenyi Biotec GmbH, Allemagne). Brievement, les splénocytes ont été incubés
dans 100 pL de microbilles magnétiques CD11c, 40 pL de Fc block et 860 pL de tampon de tri
(PBS BSA 0,5% EDTA 2mM) par rate durant 10 min a 4°C et a I'obscurité. Suite a un lavage, le
culot a été repris dans 500 puL de tampon de tri/rate et la suspension cellulaire a subi une
série de 2 passages en colonne dans un champ magnétique entrecoupés de 3 lavages avec 3
mL de tampon de tri. A 'issue du second passage en colonne, les DC spléniques ont été
éluées dans 5 mL de tampon de tri, centrifugées et le culot cellulaire a été resuspendu dans
du milieu complet. Les DC spléniques ont ensuite été ensemencées en plaque 96 puits a une
concentration finale de 1x10° DC/mL avec ou sans LPS (100 ng/mL). L'efficacité de
purification a été vérifiée par cytométrie en flux. Les DC spléniques ont été marquées a I'aide
d’anticorps couplés a des marqueurs fluorescents et dirigés contre CD4 (PE), CD11c (PC7) et

CD3 (APC). L'efficacité de purification était comprise entre 85 et 95%.
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2) Purification des LT CD4* OT-II naifs
Les LT CD4" OT-II naifs ont été purifiés a partir de la rate et des ganglions de souris C57BI/6)

OT-1l, agées de 4 a 8 semaines, par tri magnétique a sélection négative a I'aide du kit Naive
CD4" T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec GmbH, Allemagne). La rate et les ganglions d’une
souris ont été récupérés et dissociés mécaniquement. Les volumes ci-aprés sont indiqués
pour 10° cellules. Aprés centrifugation, le culot a été repris dans du tampon de tri (PBS BSA
0,5% EDTA 2mM) et 100 puL d’un cocktail d’anticorps couplés a la biotine ont été ajoutés et
incubés a 4°C durant 5 min apres homogénéisation. Ensuite, 200 uL de Tp de tri ont été
ajoutés ainsi que 200 pL de microbilles anti-biotine et 100 uL de microbilles CD44". Aprés
homogénéisation du mélange, une incubation de 10 min a 4°C a été réalisée suivie d’un
lavage a I'aide de 2 mL de Tp de tri et d’'une centrifugation a 300g durant 5 min a 7°C. Le
culot a ensuite été repris dans 500 uL de Tp de tri et la suspension cellulaire a été déposée
dans une colonne LS placée dans un champ magnétique. La suspension cellulaire purifiée en
LT CD4" naifs correspondant a la fraction négative ainsi qu’au premier lavage a été récupérée
et reprise apres centrifugation dans du milieu complet en vue des expériences de

présentation antigénique.

IV.Exposition aux différents modeéles de stress

A. Exposition a la microgravité simulée
Des DC spléniques ou des BMDC ont été cultivées en suspension dans des plaques 96 puits

(Sarstedt AG & Co, Nimbrecht) et en condition de microgravité simulée en utilisant une
Random Positioning Machine (RPM) (Dutch Space, Pays-Bas) (Figure 15C). Les puits ont été
remplis au maximum afin d’éviter la formation de bulles qui pourraient provoquer un stress
de cisaillement et empécher la simulation de la microgravité. Les plaques de culture ont
ensuite été recouvertes d'une membrane Breathe-EASIER™ (Diversified Biotech,
Massachusetts) permettant les échanges gazeux et placées au centre du cadre intérieur de la
RPM. La rotation aléatoire et indépendante de ce cadre, couplée a celle du second cadre,
permet de rediriger le vecteur gravitaire dans des intervalles de temps et des directions
aléatoires simulant ainsi la microgravité (102 g a 10 g). La vitesse angulaire moyenne a été
réglée a 60°/sec. Les cellules contréles ont été cultivées dans les mémes conditions mais la
plague de culture a été placée sur la base de la RPM et donc a 1g. Les expériences de RPM

ont été conduites durant 6h ou 24h dans un incubateur a 37°C et 5% de CO,.

76






B. Exposition a des sérums de souris ayant subi différents types de
stress
Le sérum de souris ayant subi ou non (CT) un stress de type socio-environnemental (CUMS)

ou hypergravitaire (aigu ou chronique) a été récupéré. Les différents protocoles de stress
(CUMS, Hypergravitaire) sont décrits ci-aprés. A noter que les protocoles de stress CUMS
(décrit en partie H.1.) et hypergravitaire chronique (décrit en partie H.2.a.) ont été réalisés
a Paris et Saint-Etienne respectivement et que les sérums nous ont été envoyés par nos
collaborateurs. Le stress hypergravitaire aigu a quant a lui été réalisé par nos soins au
laboratoire. L'ensemble des sérums a été stocké a -80°C en attendant de procéder aux
expérimentations.

Les DC spléniques purifiées ont été ensemencées dans une plaque 96 puits 3 10° DC/mL de
milieu complet en présence de sérum de souris stressée ou non dilué au 1/4 durant 24h. La
plague a ensuite été centrifugée a 400g pendant 2 minutes a 7°C et une série de deux
lavages des cellules a été réalisé (150 uL deTp de tri) avant marquage et phénotypage par
cytométrie en flux.

1) Modéele de stress socio-environnemental CUMS
Des souris C57BI6N agées de 8 a 10 semaines ont été exposées a 6 différents types de stress

socio-environnementaux légers: inclinaison de la cage a 30° durant 1, 2 ou 15h;
confinement (cages 11 x 8 x 8 cm) durant 1 ou 2h ; cohabitation forcée durant 2h ; acces
difficile a la nourriture durant une période nocturne de 15h sans diminution de ration
alimentaire quotidienne ; perturbation du rythme circadien (15h d’éclairage permanent
durant une période normalement nocturne) et 15h d’hébergement en cage souillée (50mL
d’H,0 dans 1kg de litiere) (Tableau 2). Ces différents stress ont été appliqués en accord avec
Pardon et al. [679] et Gaignier et al. [342]. Les périodes de stress ont duré 1h en matinée, 2h
I'apres midi et 15h la nuit (18h — 9h) et étaient toujours séparées par des intervalles de
temps de 2h sans exposition au stress afin d’éviter tout phénomene d’habituation. Les
animaux (n = 3) ont également été placés en cycle jour/nuit inversé entre le vendredi soir et
le lundi matin. Cette procédure de stress était implémentée sur une semaine et répétée
durant 3 semaines. Le groupe controle (n = 3) était hébergé en condition normale (2
souris/cage (37,5 x 21,5 x 18 cm) dans une autre piéce de I'animalerie. Le protocole de stress

a été réalisé au Centre de Recherche en Psychiatrie et Neurosciences (INSERM UMR 894) de
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la Pitié Salpétriére a Paris. Ces procédures ont été validées par le Ministere de la Recherche
(#00966.02).
2) Stress hypergravitaire

a) Modéle de stress hypergravitaire chronique
Des souris C57BI6J agées de 8 a 10 semaines ont été hébergées par 2 dans des cages

standards qui ont été placées sur les nacelles d’'une centrifugeuse a large rayon [618] dotée
d’équipements anti-vibration et congue pour étre la plus silencieuse possible. La
centrifugeuse a été réglée sur une vitesse de rotation de 29,6 rpm produisant une
accélération de 2G au centre des nacelles. La centrifugation (n = 12) a duré 3 semaines sans
interruption grace a un stock de nourriture et d’eau suffisant et a une surveillance continue
a distance des souris par vidéo infrarouge. Les souris contréles (n = 12) ont été hébergées
dans les mémes conditions environnementales (mémes cage, nacelle et piece) excepté le fait
gu’elles ont été placées en position statique (1g). Ce protocole de stress a été réalisé au sein
de I'unité INSERM U1059 a St Etienne. Ces procédures ont été validées par le Ministére de la
Recherche (#04827).

b) Modéle de stress hypergravitaire aigu
Des souris C57BI6) agées de 7 a 12 semaines ont été placées isolées dans des boites

recouvertes de papier afin de limiter les perturbations d’ordre spatiale (n = 3/groupe). Les
boites contenant les souris ont ensuite été placées dans les nacelles d’une centrifugeuse
réglée pour créer 2g d’accélération au niveau des nacelles durant 3h. A l'issue des 3h de
centrifugation, les souris ont été immédiatement mises a mort et leur sang a été prélevé par
ponction intracardiaque. Cette procédure a été validée par le comité local d’éthique de

Nancy (CELMEA-2012-008).

V. Dosage de la corticostérone sérique (ELISA)

Le dosage de la corticostérone sérique a été réalisé par ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) selon les instructions du kit « DetectX Corticosterone Enzyme
Immunoassay » (Arbor assays, Euromedex, France). Dans un premier temps, les sérums ont
été dilués au % dans un tampon de dissociation fourni dans le kit afin de libérer Ila
corticostérone circulante. Le mélange sérum/tampon a ensuite été dilué au 1/25 dans un
second tampon fourni. Afin de pouvoir quantifier de maniere précise la quantité de
corticostérone sérique, une gamme étalon a été préparée en parallele en suivant les

instructions du fabricant. Pour cela, des dilutions en cascade ont été réalisées a partir d’une
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solution de corticostérone a 100 000 pg/mL. Pour chaque point de gamme ainsi que pour
chaque échantillon, 50 pL ont été déposés dans une plaque 96 puits préalablement
immunoadsorbés avec des anticorps dirigés contre la partie constante des IgG de chevre.
Ensuite, 25 uL/puits de corticostérone couplée a une enzyme, la HRP (péroxydase de raifort),
ont été ajoutés. Enfin, 25 uL d’lgG de chevre anti-corticostérone ont été déposés suivi d’'une
incubation d’lh a température ambiante sous agitation. Une série de 3 lavages a été
réalisée, 100 pL de TMB (tétramethylbenzidine) ont été ajoutés puis la plaque a été incubée
30 min a I'obscurité. A I'issue de cette incubation, 50 uL de solution « stop » ont été ajoutés
dans chaque puits et I'absorbance a été mesurée a 450 nm grace a un lecteur de plaque
(WALLAC 1420 VICTOR? microplate reader). Enfin, la concentration en corticostérone sérique
de chaque échantillon a été déterminée grace a la normalisation des valeurs d’absorbance

obtenues par rapport a celles de la gamme étalon.

VI. Criblage des cytokines par cytokine array

Le screening des cytokines présentent dans les surnageants des DC spléniques exposées a la
RPM ou dans les sérums de souris ayant subi un stress hypergravitaire (aigu ou chronique) a
été réalisé suivant les instructions du kit « Proteome profiler mouse cytokine array » fourni
par Bio-techne®. Dans le cas des surnageants, un mélange de triplicats de puits de culture a
été réalisé apres 24h d’exposition des DC spléniques a la RPM. Dans le cas des sérums, un
mélange de trois sérums utilisés pour I'exposition des cDC spléniques a été réalisé. Ces
mélanges ont ensuite été stockés a -80°C avant utilisation. Brievement, les membranes de
nitrocellulose (sur lesquelles sont fixés les anticorps de capture a des spots bien précis et en
duplicat) ont préalablement été bloquées grace a |'utilisation d’'un tampon de blocage fourni
durant 1h sous agitation. Pendant ce temps, un cocktail d’anticorps de détection couplés a la
biotine a été ajouté et le mélange a été homogénéisé et incubé 1h a température ambiante.
Le mélange a ensuite été incubé sur les membranes de nitrocellulose (1 membrane par
condition CT ou RPM ; CT ou stress hyperG) durant la nuit sous agitation a 4°C. Le lendemain,
les membranes ont subit une série de lavages suivie par I'ajout d’'une solution contenant de
la HRP couplée a la streptavidine durant 30 min sous agitation et a température ambiante. A
I'issue de ce marquage et d’une série de lavages, une solution contenant un mix de réactifs

de détection par chimioluminescence a été ajoutée sur les membranes durant 1 min et le
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Tableau 3 : Conditions et couples d’oligonucléotides utilisés pour les gPCR

Transcripts

Oligonucléotides

Séquences (5’-3’)

Température d’hybridation

(°C)

Sens 5’-TTGGCCTTTTCATCCGTCACA-3’
MHCII
Anti-sens 5’-GTGGATACAATAGTACCATGCT-3’
s 5’-GTGGTCAAGAAACCAAAGGATA-
ens ,
CD40 3
Anti-sens 5’-TTACCATCCTCCTGTGTGACA-3’ 60°C
Sens 5’-TTTCAGACCGGGGCACATAC-3’
CD80
Anti-sens 5 -ATCCTTTTAGTGTCTGCAGATG-3’
Sens 5’-GCACGGACTTGAACAACCAG-3’
CD86
Anti-sens 5’-GGGCACGGCAGATATGCAG-3’
Sens 5’-CCGATTATCCAGAGCGAGT-3’
Gusb
Anti-sens 5’-CTCAGCGGTGACTGGTTCG-3’
Sens 5’-CATCAAGGCCTATGTCAGCA-3’
Eif3f 61°C
Anti-sens 5’-AGGTCAACTCCAATGCGTTC-3’
Sens 5’-AGAACCAGCCCAGAACCGAA-3’
Efla
Anti-sens 5’-GCAGCTGAGACTCCTTTCCA-3’




signal a été acquis en utilisant un imageur Fusion FX-7 (Vuilber Lourmat, France). Le

marquage a ensuite été quantifié par analyse densitométrique a I'aide du logiciel Image J®.

VII. RT-qPCR

L’ARN total des DC spléniques purifiées ou des BMDC a été extrait a température ambiante
grace a des colonnes d’affinité issues du kit d’extraction sur colonne NucleoSpin®RNA XS
(Macherey-Nagel, Allemagne) en suivant les instructions du fabricant. Brievement, les
cellules ont été lysées dans un tampon de lyse puis la solution a été homogénéisée grace a
une filtration sur colonne. Le lysat a ensuite été transféré dans une colonne dans laquelle
une digestion de 'ADNg a été réalisée grace a la rDNase fournie avec le kit. Apres plusieurs
lavages a l'aide de différents tampons fournis, I’ARN total a ensuite été élué dans un volume
final de 10 uL d’eau ultrapure sans RNAse et dosé au Nanodrop (Thermo Scientific, France).
Les ARN totaux purifiés ont ensuite été rétro-transcrits de la maniére suivante : 200 ng
d’ARN ont été incubés avec 1 uL de dNTPs (10 mM) et 1 uL de « random hexamers » (50
ng/uL) pour un volume final de 12 pL durant 5 min a 65°C puis 2 min a 4°C. Un mélange
contenant 4 pL de tampon RT 5X; 2 uL de DTT a 0,1M; 0,5 pL de « RNase out » a 40U/uL
(Thermo Scientific, France) et 0,5 puL d’enzyme MMLV a 200 U/uL a ensuite été ajouté.
L'ensemble a été incubé 10 min a 25°C puis 50 min a 37°C et enfin 5 min a 70°C afin
d’obtenir des ADN complémentaires (ADNc).

Les PCR quantitatives ont ensuite été réalisées sur une machine Realplex? mastercycle
(Eppendorf, France) afin d’évaluer les variations d’expression des transcrits. L'ensemble des
couples d’oligonucléotides utilisés ainsi que les températures d’hybridation sont cités dans le
tableau 3. Pour chaque ARNm analysé, 1,5 uL d’ADNc a été déposé dans un mélange
contenant 7,5 pL de mix « gPCR 2X Takyon » (Eurogentec, Belgique), 1,5 uL d’amorce sens a
1 uM, 1,5 pyL d’amorce anti-sens a 1 uM et 3 pL d’H,0 up. Le protocole de qPCR est comme
suit: 3 min a 95°C suivi par 40 cycles de 15sec a 95°C et 1 min aux températures
d’hybridation indiquées en tableau 3. Chaque point de gPCR a été réalisé en triplicat. Pour
chaque marqueur étudié, I'efficacité d’amplification a été évaluée et la normalisation a été
réalisée a I'aide d’un couple de génes de référence (Gusb/Eif3f pour les BMDC et Gusb/Efla
pour les DC spléniques) dont la stabilité a été vérifiée pour chaque analyse, grace a la feuille
de calcul Bestkeeper [680]. L’'ensemble des couples d’oligonucléotides a été acheté chez

Qiagen (Courtaboeuf, France) et ciblés sur différents exons afin de s’assurer qu’ils ne
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puissent pas s’hybrider a d’éventuelles traces d’ADNg. Leur spécificité a été vérifiée en
utilisant I'outil d’alignement de séquences BLAST et les séquences d’ARNm renseignées par

NCBI (U.S. National Center for Biotechnology Information (Bethesda, Etats Unis)).

VIII. Présentation antigénique et marquage de LFA-1 par
immunofluorescence

Des DC spléniques purifiées ont été colorées a I'aide d’un Cell Tracker™ Blue fluorescent
(Molecular Probes® Life Technologies™) a 5 uM durant 30 min. Apres lavage, elles ont été
soumises a 10h de microgravité simulée (RPM) ou non (CT) au bout desquelles elles ont été
mises en présence d’ovalbumine de poulet (OVAs3,3.339; PolyPeptide GROUP ; France) a 2
pug/mL (Ova) ou non (non stimulées = 0 min). La plaque RPM a ensuite été relancée durant
14h pour un total de 24h d’exposition a la microgravité simulée.

Les DC spléniques exposées ou non a la RPM et/ou a I’Ova ont été déposées durant 20 min
(37°C, 90% d’hygrométrie et 5% de CO,) sur lame Polysine® (Thermo Scientific ; Allemagne).
Apreés aspiration du milieu, une suspension de LT CD4" naifs a ensuite été déposée pour un
ratio final de 3LT/DC durant 20 min ou 60 min (37°C, 90% d’hygrométrie et 5% de CO,). Les
lames ont ensuite été lavées a I'aide de 200 uL de PBS BSA 0,2% et les cellules ont été fixées
en utilisant du PFA 4% durant 20 min en chambre humide a température ambiante. Apres
une série de 3 lavages au PBS BSA 0,2%, 100 pL de solution de blocage (PBS BSA 0,2% sérum
de chevre 5%) ont été déposés durant 45 min en chambre froide. Aprés élimination de la
solution de blocage, les anticorps primaires de rat anti-LFA-1 de souris (BD Bioscience BD
Pharmingen™) dilués au 50°™ ont été incubés durant 1h en chambre humide. Aprés une
série de 3 lavages, les Ac secondaires de chévre anti-IgG de rat couplés a un fluorochrome
Alexa Fluor® 546 (Life Technologie) dilués au 200°™ ont été durant 1h en chambre humide 3
I'obscurité. Enfin, apres une série de 5 lavages, les lames ont été montées et observées a
I'aide d’un microscope a fluorescence Olympus AX70. 4 champs/condition, choisis
aléatoirement, ont été photographiés en utilisant une caméra Olympus DP70 et le logiciel DP
Controller et DP Manager. Les temps d’exposition ont été déterminés grace aux dépots
marqués dans Ac primaire (controle négatif). L’analyse des images a été effectuée en double
aveugle sur le logiciel Imagel. Les paramétres analysés sont les suivants : nombre de DC
(cellules bleues), nombre de conjugués (DC en contact avec LT naif) et nombre de synapses

(conjugué avec relocalisation de LFA-1 au niveau de la zone de contact).
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IX.Cytométrie en flux

A. Phénotypage des DC spléniques et BMDC
Les BMDC ou les DC spléniques purifiées ont été marquées durant 20 min a 4 °C avec des

anticorps dirigés contre les marqueurs CMHII, CD40, CD80, CD86 et CD11c respectivement
couplés aux fluorochromes e450, APC, FITC, PE (eBioscience, USA) et PE-Vio 770 (Miltenyi
Biotec GmbH, Allemagne) ou PC7 (eBioscience, USA). De plus, dans le cas des BMDC, les
sous-populations de BMpDC et BMcDC ont été identifiées grace a un anticorps anti-mPDCA
couplé au fluorochrome e610 (eBioscience, USA). Mis a part I'anticorps anti-CD11c dilué au
1/50, les anticorps ont été utilisés a une dilution de 1/200 dans du tampon de tri (PBS BSA
0,5% EDTA 2mM) avec du Fc block au 1/20 (Miltenyi Biotec GmbH, Allemagne).
B. F-actin
Les BMDC ou les DC spléniques ont tout d’abord été fixées dans du paraformaldéhyde 2%
(Merck KGaA, Allemagne) durant 20 min a température ambiante directement a la sortie de
la RPM. Aprés 2 lavages au PBS, les BMDC ont été directement marquées durant 20 min a
4°C a l'aide d’un anticorps anti-CD11c-PC7 (eBioscience, USA) dilué au 1/200 dans du
tampon de tri (PBS; 0,5% de BSA (bovine serum albumin, Sigma-Aldrich), 2 mM d’EDTA
(Fisher Chemical, Angleterre)) et en présence de Fc block au 1/20 (Miltenyi Biotec GmbH,
Allemagne). Dans le cas des DC spléniques par contre, cette étape a été précédée d’un
marquage de 15 min a température ambiante avec un marqueur de viabilité cellulaire
(Viobility™ 405/502, Miltenyi Biotec GmbH, Allemagne) suivi d’un lavage au PBS. L’actine-F
des BMDC et DC spléniques a ensuite été marquée a I'aide d’un conjugué Phalloidine-iFluo™
555 (AAT Bioquest®, Etats Unis) dilué au 1/100 dans un tampon de perméabilisation PBS
Saponine 1% (Merck KGaA, Allemagne) durant 30 min a 4°C.
C. Mesure de I’'apoptose

Afin d’estimer le pourcentage de mort cellulaire, un co-marquage Annexine V (Anx V) et
Aminoactinomycine D (7AAD) a été réalisé en utilisant le kit de détection d’apoptose FITC
Annexine V (BD Pharmingen™, Belgium) selon les instructions du fabricant. Les cellules
marquées ont ensuite été analysées par cytométrie en flux.

La population AnxV'7AAD™ correspond aux cellules vivantes, celle AnxV'7AAD" aux cellules
nécrotiques et celles AnxV'7AAD et AnxV'7AAD" aux cellules en apoptose précoce ou
tardive respectivement. Les données de cytométrie ont été collectées en utilisant un

cytometre en flux (Gallios, Beckman Coulter, France) de I'unité mixte de service (UMS) 2008
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IBSLor (Ingénierie, Biologie, Santé en Lorraine) et analysées a I'aide du logiciel FlowJo®

(FlowJo LLC, Etats Unis).

X. Analyses statistiques

Pour toutes les études statistiques impliquant la comparaison de 2 groupes, '"homogénéité
de la distribution et I'égalité de variance ont été respectivement vérifiées avec les tests de
Kolmogorov-Smirnov et de Fisher. Si I'hnomogénéité de distribution et/ou I'égalité de
variance n’étai(en)t pas vérifiée(s), les comparaisons ont été réalisées par Mann-
Whitney. Dans le cas contraire, c'est-a-dire lorsque la distribution s’avérait étre normale et
que l'égalité de variance entre les groupes était vérifiée, nous avons réalisé un test de
student.

Pour les comparaisons statistiques de 3 groupes expérimentaux ou plus, I’homogénéité de
variances a été vérifiée en utilisant le test de Levene. Si I'égalité de variance était vérifiée, un
test d’ANOVA suivi d’'un PLSD de Fisher pour la comparaison des groupes 2 a 2 a été réalisé.
Dans le cas ou les variances étaient hétérogénes, nous avons effectué un Kruskal-Wallis suivi
d’un test de Dunn.

Ces différents tests ont été réalisés a I'aide du logiciel Statview® et du site internet Anastats
(http://www.anastats.fr/outils.php). Pour chaque test, le seuil de significativité choisi était

p<0,05 et une tendance pour 0,05<p<0,075.
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Résultats

I. Effets de différents types de stress, rencontrés en vol et simulés en
laboratoire, sur la molécule C3 du complément.
A. INTRODUCTION

Des dérégulations du systeme immunitaire ont été observées durant les vols spatiaux.
Celles-ci peuvent persister tout au long d’un séjour de 6 mois en orbite [582,681]. Une étude
récente a révélé que pres de la moitié des astronautes ayant passé 6 mois a bord de la
station spatiale internationale (ISS) ont été sujets a des désordres immunologiques [573],
confirmant ainsi que ces dérégulations ne sont pas exclusivement dues aux stress liés a la
phase d’atterrissage et a la réadaptation a I’environnement terrestre [572,573,582].
L’'ensemble des compartiments du systeme immunitaire sont affectés par les vols spatiaux.
Concernant l'immunité innée, il a été montré que les monocytes présentent des
dérégulations au niveau de leur phénotype, de leur production de cytokines ainsi qu’une
diminution de leur capacité a phagocyter E. coli et a dégranuler [682—684]. La production
d’espéces réactives de I'oxygéne par les macrophages [685] et les neutrophiles, ainsi que la
capacité de phagocytose de ces derniers [653], sont également réduites. Concernant
'immunité adaptative, plusieurs études ont rapporté une réduction de l'activation des
lymphocytes T en microgravité réelle ou simulée [660,662,664]. Ce phénomene résulte de
changements d’expression génique, d’interactions cellulaires, de structure du cytosquelette,
de transduction du signal et d’une perturbation de I'expression de protéines régulant le cycle
cellulaire [584,686]. Pour ce qui est de I'immunité humorale, |'utilisation du modéle animal
Pleurodeles waltl (Amphibien urodele) [678] a permis de montrer que les vols spatiaux
affectent la production d’anticorps en réponse a une stimulation antigénique [567,687,688].
Ceci a récemment été confirmé chez des souris exposées a un modele, appelé suspension
anti-orthostatique, permettant de simuler les effets de la microgravité [689]. L'hypergravité
et la microgravité simulée altérent également la prolifération des lymphocytes B [618,663].
Enfin, la maturation des cellules immunitaires appartenant a la lignée myéloide [690—694]
ainsi qu’aux lignées lymphoides B [568,570,695] et T [569,696,697] est réduite en condition
microgravitaire. Il apparait donc que les changements immunologiques induits par les vols
spatiaux, durant lesquels humains et animaux font face a de nombreux types de stress (e.g.

radiations, microgravité, confinement, isolement et perturbation du rythme circadien),
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doivent étre étudiés afin de préserver la santé des astronautes durant les futures
explorations spatiales de longues durées telles que le déploiement d’une station lunaire suivi
de missions ayant pour objectif I’exploration de Mars.

Dans ce contexte, les effets des conditions spatiales sur le systéme du complément n’ont
que trés peu été étudiés alors qu’il s’agit d’'un élément clé de la surveillance immunitaire et
de I'homéostasie. Le systeme du complément constitue une premiere ligne de défense
contre les pathogénes et participe a l'orchestration des processus immunologiques et
inflammatoires [698]. En effet, I'opsonisation par des molécules du complément ainsi que la
signalisation pro-inflammatoire engendrée par les anaphylatoxines (résultant de I'activation
du complément) permettent le recrutement des macrophages, la phagocytose et la
formation du complexe d’attaque membranaire sur les cellules telles que les bactéries gram
négatives. Le systeme du complément coordonne I'immunité innée en coopération avec les
récepteurs Toll-like (TLR) [699]. Il permet de faire le lien entre la réponse immunitaire innée,
I'immunité humorale et la réponse immunitaire adaptative [700].

Le systétme du complément est aussi connu pour son implication dans le maintien de
I’'homéostasie. En effet, il régule la mobilisation des progéniteurs hématopoiétiques de la
moelle osseuse afin de garantir le renouvellement des cellules immunitaires [701]. Il
contribue également a la résolution de I'inflammation a travers la clairance des cellules
apoptotiques et des complexes immuns [702,703]. De plus, il participe a la réparation
tissulaire [704,705] et potentialise la coagulation afin de limiter les infections [706]. Le
complément est également impliqgué dans la synaptogénése puisqu’il participe a
I’élimination des synapses immatures au sein du systeme nerveux central [707], mais
également a la différenciation et a la migration des cellules progénitrices neurales [708].
Enfin, il est établi que toute perturbation de la balance existant entre activation et régulation
du systeme du complément peut induire une attaque du soi et mener a des maladies
immunitaires, inflammatoires ou neurodégénératives [698].

Etant donné lI'importance du systeme du complément et le fait qu’'une étude récente a
montré que |'hypergravité (un stress aigu rencontré durant les phases de décollage et
d’atterrissage) augmente I'expression du composant C3 du complément, nous avons étudié
les effets des stress chroniques rencontrés lors d’un vol spatial sur I'expression de cette
molécule conservée au cours de I'évolution, depuis les Amphibiens jusqu’aux Mammiferes

[709,710].
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Nous nous sommes concentrés sur la molécule C3 car c’est la protéine la plus abondante du
systeme du complément et elle constitue le point de convergence de I'ensemble des voies
d’activation du complément, que ce soit au niveau extracellulaire (voie classique, alternative
ou associée aux lectines) ou intracellulaire (via un mécanisme dépendant des cathepsines)

[711].

B. RESULTATS ET DISCUSSION
Différents groupes de larves de P. waltl au méme stade de développement ont été exposés a
des modifications environnementales, recréées en laboratoire, similaires a celles
rencontrées durant une mission a bord de I'lSS. Les expérimentations ont été réalisées sur
des larves et non des adultes car elles peuvent étre élevées dans de petits aquariums a bord

de I'ISS (cf. Figure 1 publication ci-jointe en annexe 1).

1) Effets des stress sur la transcription de C3 chez P. waltl
Nous avons étudié I'influence de 5 types de stress rencontrés lors d’un séjour a bord de I'ISS
sur la transcription de C3 chez des larves de P. waltl. Pour cela, des larves de P. waltl ont été
exposées a la microgravité simulée par RPM (Random Positioning Machine) durant 10 jours,
a une modification du rythme circadien (obscurité durant 10 jours), au confinement (espace
réduit durant 7h), a des vibrations ou a des radiations (dose équivalente a un séjour de 10
jours dans I'ISS). Les transcrits de C3 ont ensuite été quantifiés par RT-qPCR. Les résultats
obtenus montrent que I'exposition a la RPM (cf. Figure 2A publication ci-jointe en annexe
1), aux radiations (cf. Figure 2B publication ci-jointe en annexe 1) ou au confinement (cf.
Figure 2C publication ci-jointe en annexe 1) provoque, respectivement, une augmentation
de la quantité d’ARNm de C3 de 1,5; 5 et 1,7 fois par rapport aux larves contréles.
L’exposition aux vibrations provoque une diminution de moitié des ARNm de C3 (cf. Figure
2D publication ci-jointe en annexe 1) et 10 jours d’exposition a I'obscurité ne semblent pas
affecter le niveau de transcrits de C3 (cf. Figure 2E publication ci-jointe en annexe 1). De
nombreux stress associés aux vols spatiaux semblent donc altérer [I'expression
transcriptionnelle de C3.

2) Effets de deux combinaisons de stress sur I'’expression de C3

chez P. waltl

Lors d’un vol spatial, les astronautes sont soumis a une combinaison de stress, et pas a un

seul type de stress comme testé ci-avant. Par conséquent, nous nous sommes demandé quel
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pourrait étre I'effet d’'une combinaison de ces stress. Malheureusement, il est
techniquement impossible d’exposer des larves de P. waltl a I'ensemble des stress
individuels. Nous nous sommes donc concentrés sur deux combinaisons de stress qui
pouvaient étre réalisées en laboratoire : la combinaison de I'obscurité et de la microgravité
simulée par RPM (cf. Figure 3 publication ci-jointe en annexe 1) et la combinaison de
I'obscurité et de la simulation des radiations spatiales (cf. Figure 4 publication ci-jointe en
annexe 1).
De maniére intéressante, I'obscurité combinée a la microgravité simulée n’affecte pas la
transcription de C3 (cf. Figure 3A publication ci-jointe en annexe 1) ce qui nous amene a
penser que cette combinaison annule I'effet de la microgravité simulée seule. Cependant,
cette combinaison entraine une diminution de 50% de I'expression de C3 au niveau
protéique par rapport aux controles ou aux larves exposées a la RPM seule (Figures 3B et 3C
publication ci-jointe en annexe 1).
D’autre part, la combinaison de I'obscurité et des radiations spatiales simulées méne a une
augmentation du niveau transcriptionnel (facteur 3,5x ; Figure 4A publication ci-jointe en
annexe 1) et protéique (facteur 1,5x ; Figures 4B et 4C publication ci-jointe en annexe 1) de
C3. Le fait de combiner une perturbation du rythme circadien (sous forme d’exposition a
I'obscurité) a des radiations ne semble donc pas statistiquement changer I'effet individuel
d’une exposition aux radiations spatiales.
Ainsi, nous avons montré que l|’exposition a une combinaison de stress entraine une
altération de la production de C3 que ce soit au niveau transcriptionnel et/ou protéique
selon la nature des stress associés mais que cette altération ne semble pas toujours suivre
les effets que peuvent avoir chaque type de stress appliqué individuellement.

3) Effet de stress liés aux vols spatiaux sur I'’expression de C3

chez la souris

Afin de déterminer si les résultats obtenus chez I’Amphibien pouvaient étre transposés aux
Mammiferes et d’étudier plus en détail les effets des stress chroniques associés aux vols
spatiaux, nous avons exposé des souris au modele de suspension anti-orthostatique (appelé
HU pour ‘Hindlimb Unloading’) simulant la microgravité [712] ou au modéle CUMS simulant
les stress socio-environnementaux rencontrés durant un séjour en station spatiale [342]. Le
modele CUMS consiste a exposer des souris au confinement, a lisolement, a des

perturbations du rythme circadien et des références spatiales, a une diminution de I'apport
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alimentaire et a des conditions de vie inconfortables de maniere chronique, répétée et
imprévisible. Ce modele réplique certains changements immunitaires induits par les vols
spatiaux [342].

Apres exposition au modele HU ou CUMS, les ARNm et les protéines C3 ont été quantifiés
dans le foie des souris stressées ou contrOles car cet organe est la principale source de
complément. Nos résultats montrent que ni la microgravité simulée (HU) ni les stress socio-
environnementaux (CUMS) ne semblent influencer I'expression de C3 chez la souris (cf.
Figures 5 et 6 publication ci-jointe en annexe 1) et ce, que ce soit au niveau transcriptionnel
ou protéique. Cette derniére observation est en accord avec les résultats obtenus avec les
larves de P. waltl exposées a la RPM seule qui ne montrent aucune variation protéique de C3
(cf. Figure 3C publication ci-jointe en annexe 1). Les modéles HU et CUMS que nous avons
utilisé afin de simuler, respectivement, la microgravité ou les stress socio-environnementaux
rencontrés durant un vol spatial chez la souris ne semblent donc pas influencer la production

de C3.

C. DISCUSSION

Durant les vols spatiaux, humains et animaux sont soumis a de nombreuses modifications
environnementales. Dans cette étude, des larves de P. waltl ont été exposées a des stress
chroniques similaires a ceux rencontrés durant un séjour a bord de I'ISS (microgravité,
perturbation du rythme circadien, radiations, confinement et vibrations) afin de déterminer
comment ces stress individuels, mais également deux combinaisons de ceux-ci, peuvent
affecter I'expression d’un composant clé du systéme du complément.

Nous avons utilisé des larves de P. waltl car ce modeéle remplit de nombreuses exigences
techniques associées aux expérimentations spatiales, un dispositif permettant son
développement a bord de I'lSS a été développé (cf. Figure 1 publication ci-jointe en annexe
1) et I'étude de P. waltl ayant séjourné a bord d’une station spatiale a permis d’améliorer
notre connaissance des effets immunosuppresseurs des vols spatiaux [678]. De plus, les
éléments cardinaux du systeme immunitaire, dont C3 [710], étant fortement conservés
[713-715], les résultats obtenus sont potentiellement transposables aux Mammiféres. Des
études réalisées sur des souris exposées a deux modeles de stress simulant ceux rencontrés

en vol ont été menées dans ce sens.
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Ces travaux ont permis de montrer que I'expression protéique de C3 est affectée par une
simulation des radiations spatiales ainsi que par une combinaison de deux stress chroniques
(microgravité simulée et obscurité). Ces observations, couplées a ['étude ayant
précédemment montré une augmentation de la quantité de protéines C3 chez des souris
exposées a I'hypergravité, nous ameéne a penser que |'expression de C3 pourrait étre
modifiée en condition réelle de vol spatial. En effet, il est connu que le systeme du
complément est sensible aux agressions ainsi qu’aux changements d’homéostasie [716]. De
plus, des études précédentes ont montré que i) la radiothérapie augmente les niveaux de
transcrits et de protéines C3 a la fois chez I’'Homme et chez la souris [717], ii) que le modéle
d’alitement volontaire (position couchée avec pieds surélevés pour simuler I'apesanteur)
n’induit pas de changements de concentration sérique de C3 [718] et iii) que la privation de
sommeil n"affecte pas les fluctuations circadiennes des concentrations sériques de C3 et C4
chez 'Homme [719].

Les changements de C3 observés aux niveaux transcriptionnel et protéique chez les larves de
P. waltl pourraient avoir pour but de neutraliser les radicaux libres induits par les différents
stress. En effet, il a été montré que les vols spatiaux peuvent engendrer la production de
ROS chez ’'Homme, le rongeur et '’Amphibien [720-723] et que le complément joue un réle
important dans les processus inflammatoires suite a un stress oxydant [724]. De plus, il est
connu que les ROS sont capables d’activer le systeme du complément et que C3 a un réle
protecteur contre le stress oxydant [724-726]. Ces données pourraient expliquer pourquoi
Bagai et collegues ont observé une augmentation des mécanismes anti-inflammatoires
murins a I'atterrissage [727]. Une autre possibilité serait que les signaux de danger, tels que
les protéines de choc thermique (connues pour étre produites par des cellules ou des
organismes stressés) dont I'expression est affectée durant les vols spatiaux [728], régulent
I'expression de C3 comme cela a été montré par exemple lors du traitement
photodynamique de tumeurs [729]. Cette hypothese est supportée par la présence de sites
de fixation de ces protéines de choc thermique sur le promoteur de C3 chez I’'Homme, la
souris et le rat [710]. Etant donné la conservation phylogénétique de C3 chez les Vertébrés, il
est fort probable que le promoteur de C3 chez P. waltl contienne également ces sites de
fixation.

Des changements d’expression de C3 pourraient étre impliqués dans de nombreux

désordres physiologiques associés aux vols spatiaux puisque, en plus de son implication dans
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I’élimination des pathogenes, le complément participe a divers processus tels que la
maturation des synapses, I'élimination des complexes immuns, I|‘angiogenese, la
mobilisation des cellules souches hématopoiétiques et des progéniteurs, la régénération
tissulaire et le métabolisme des lipides [698]. De plus, ce systeme est requis aux stades
précoces de développement tels que les étapes de neurulation chez P. waltl [710] et X.
laevis [730] mais également pour la migration correcte des cellules des crétes neurales
durant le développement précoce des Vertébrés [731].

A l'avenir, il serait intéressant de quantifier les produits d’activation du complément car de
nombreux facteurs peuvent induire leur production. En effet, un lien a été établi entre
certains facteurs de la coagulation et I'induction du clivage de C3 et de C5 promouvant ainsi
la génération des anaphylatoxines C3a et C5a. De plus, les radiations peuvent augmenter la
production de C3a et C5a [717] et les modifications membranaires présentent sur les cellules
nécrotiques ou en apoptose tardive sont des activateurs potentiels du complément [698].
Par conséquent, les changements d’expression des protéines de la cascade de coagulation
(notés a la fois durant et aprés un vol spatial [695,732,733]), les radiations spatiales et
I'apoptose, fréguemment augmentée en microgravité [657,734—-736], pourraient entrainer
une augmentation des molécules C3a et C5a. Ces molécules ayant des propriétés pro-
inflammatoires et pouvant augmenter I'expression du CMHIl et des molécules de co-
stimulation a la surface des cellules présentatrices de l'antigene telles que les cellules
dendritiques, pourraient influencer I'activation et la polarisation des lymphocytes T vers des
profils tolérogenes ou pro-inflammatoires [737,738]. Cette hypothése est supportée par le
fait qu’une étude in vivo récente menée en condition de vol spatial a montré une altération
de la tolérance [676] et une augmentation de la production des cytokines pro-
inflammatoires par les splénocytes murins. Enfin, C3a et C5a ayant une capacité
chémoattractante élevée vis-a-vis des neutrophiles, des monocytes et des macrophages, une
modification de leur production pourrait contribuer a expliquer les changements de

distribution des leucocytes observés a 'issue de missions spatiales [584,686].

D. CONCLUSION ET PERSPECTIVES
L'analyse de larves de P. waltl soumises a différents types de stress associés aux vols
spatiaux et recréés en laboratoire a montré que certains d’entre eux affectent I'expression

de C3. Une telle augmentation pourrait potentiellement accroitre le risque d’inflammation
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et de dommages tissulaires associés et ainsi affecter le fonctionnement d’organes et
systemes physiologiques durant les futures missions d’exploration spatiales de longues
durées. A l'avenir, il serait intéressant de mener des études sur des Mammiferes en
condition de vol réel afin de confirmer nos résultats, mais également afin de déterminer si
les vols spatiaux affectent ou non les fonctions essentielles liées a la production
d’anaphylatoxines.

Etant donné la sensibilité du systeme du complément vis-a-vis d’une grande variété de
stimuli, les contremesures visant a éviter une potentielle activation de ce systéme en vol
devront cibler plusieurs éléments comme, par exemple, le contréle de I'environnement
microbien et la modulation de la réponse au stress grace, par exemple, a des B-bloquants

comme suggéré par Crucian et collegues [739].
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Figure 17 : Le phénotype des DC spléniques exposées a des sérums de souris ayant subi
un stress socio-environnemental chronique ne semble pas étre altéré

Des DC spléniques purifiées ont été cultivées en présence de sérums de souris ayant subi
un stress socio-environnemental chronique (CUMS ; 21jours) ou non (CT). Aprés 24h, un
marquage de CD11c, CMHII, CD40 et CD86 a été réalisé et analysé par cytométrie en flux.
Les graphiques représentent le pourcentage de cellules CD11lc* (DC) exprimant le
marqueur au total (A) ou le plus fortement (high) (B). N = 1 ; n = 3 par groupe et par
expérience.*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.



II. Etude des effets de la microgravité simulée par RPM sur le
phénotype et la fonction des cellules dendritiques

A. Exposition des DC spléniques a des sérums de souris ayant subi
un stress de type socio-environnemental ou mécanique

1) Effets sur le phénotype d’activation/maturation des DC
Afin de tester I'effet de différents types de stress sur les DC, des DC spléniques (cDC) ont été
cultivées pendant 24h en présence de sérums de souris soumises soit a un stress chronique
de type socio-environnemental (CUMS ; 21 jours) ou de type hypergravitaire (2g ; 21 jours),
soit a un stress aigu de type hypergravitaire (2g ; 3h).
Le phénotype d’activation/maturation de ces DC spléniques a ensuite été étudié par
cytométrie en flux. Nous nous sommes plus particulierement intéressés a |'expression
membranaire des marqueurs phénotypiques CMHII, CD86 et CD40. Ces marqueurs sont
essentiels a la fonction des DC puisque le CMHII va permettre la présentation de I'Ag aux LT
CD4" tandis que les molécules de co-stimulation, CD86 et CD40, vont permettre leur pleine
activation et leur prolifération.
Nous avons étudié le pourcentage total de DC spléniques positives pour les marqueurs
CMHII, CD86 et CD40 ainsi que le pourcentage de DC spléniques exprimant trés fortement
les marqueurs CMHII et CD86 (noté « high »). Les résultats montrent que I'exposition de DC
spléniques a des sérums de souris ayant subi un stress de type socio-environnemental
(CUMS) ne semble pas affecter leur phénotype d’activation/maturation puisque ni
I’expression du CMHII, ni celle des molécules de co-stimulation CD40 et CD86 ne semblent
étre modulées (Figure 17).
A l'inverse, une exposition des DC a des sérums de souris ayant subi un stress de type
mécanique, hypergravitaire, entraine une modulation de I'expression de I'ensemble des
marqueurs étudiés. En effet, les résultats montrent une diminution de I'expression du
CMHII, de CD40 et de CD86 soit au niveau de la population totale de DC spléniques
exprimant ces marqueurs, soit au niveau de la population de DC spléniques I'exprimant
fortement (CMHII et CD86 high). Ainsi I'expression de surface de I’'ensemble des marqueurs
étudiés est impactée par l'exposition a des sérums de souris ayant subi un stress
hypergravitaire qu’il soit chronique ou aigu (21 jours et 3h, respectivement) (Figure 18 et
19). De plus, les effets du stress hypergravitaire aigu sur les DC (diminution de CD40, CMHII

high et CD86 high) semblent plus importants (p < 0,001) que ceux induits par le stress
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Figure 18 : Les DC spléniques exposées a des sérums de souris ayant subi un stress
hypergravitaire chronique présentent un phénotype plus immature

Des DC spléniques purifiées ont été cultivées en présence de sérums de souris ayant subi
un stress hypergravitaire chronique (2g ; 21j) ou non (CT). Aprés 24h, un marquage de
CD11c, CMHII, CD40 et CD86 a été réalisé et analysé par cytométrie en flux. Les
graphiques représentent le pourcentage de cellules CD11c* (DC) exprimant le marqueur
au total (A) ou le plus fortement (B). N = 2 ; n = 3 par groupe et par expérience.*p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001.



hypergravitaire chronique (0,05 < p < 0,075 pour CD40; 0,01 < p < 0,05 pour CMHII high et
0,001 < p < 0,01 pour CD86 high).
L'ensemble de ces résultats montre que les DC spléniques sont sensibles a des facteurs
présents dans des sérums de souris ayant subi un stress hypergravitaire aigu ou chronique et
que ces facteurs induisent la diminution de [I'expression des marqueurs
d’activation/maturation des DC.
2) Etude des facteurs sériques présents dans les sérums de
souris soumises a différents types de stress
a) Dosage de la corticostérone sérique
Dans le but d’expliquer les effets des sérums sur le phénotype d’activation/maturation des
DC, nous avons dosé la corticostérone présente dans les sérums par ELISA. En effet, la
corticostérone est un glucocorticoide sécrété par les glandes surrénales en réponse a
I'activation de I'axe HHS et est connue pour son effet anti-inflammatoire sur les cellules
immunitaires [510]. Il est également connu que son taux va fortement augmenter de
maniére transitoire en réponse a stress aigu alors que |'effet d’un stress chronique peut étre
plus variable [240]. Nos résultats montrent qu’il n’y a aucune différence de concentration de
la corticostérone dans les sérums de souris ayant subi un stress chronique, hypergravitaire
ou CUMS, par rapport a leurs controéles respectifs. Seul le stress hypergravitaire aigu entraine
une augmentation (= 30%) de la concentration de corticostérone sérique (Figure 20).
Ainsi, la diminution de I'expression des différents marqueurs de maturation observée dans
les DC cultivées en présence de sérums provenant de souris ayant subi un stress
hypergravitaire chronique ne peut pas s’expliquer par la présence de corticostérone dans ces
sérums. Cependant, I'augmentation du taux de corticostérone sérique observée dans les
sérums de souris ayant subi un stress hypergravitaire aigu pourrait expliquer les effets plus
marqués de ce stress sur le phénotype des DC spléniques (Figure 19) par rapport au stress
hypergravitaire chronique (Figure 18).
Ainsi, la corticostérone sérique pourrait participer a la modulation du phénotype engendrée
par le stress hypergravitaire aigu mais ne semble pas jouer de réle dans I'effet du stress

hypergravitaire chronique.
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Figure 19 : Les DC spléniques exposées a des sérums de souris ayant subi un stress
hypergravitaire aigu présentent un phénotype plus immature

Des DC spléniques purifiées ont été cultivées en présence de sérums de souris ayant subi
un stress hypergravitaire aigu (2g ; 3h) ou non (CT). Apres 24h, un marquage de CD11c,
CMHII, CD40 et CD86 a été réalisé et analysé par cytométrie en flux. Les graphiques
représentent le pourcentage de cellules CD11c* (DC) exprimant le marqueur au total (A)
ou le plus fortement (B). N = 3 ; n = 3 par groupe et par expérience.*p < 0,05, **p < 0,01;
***p < 0,001.



b) Criblage des cytokines présentes dans les sérums de
souris exposées au stress hypergravitaire

La corticostérone sérique ne pouvant pas expliquer a elle seule I'impact des sérums de souris
soumises a un stress hypergravitaire sur le phénotype des DC spléniques, nous avons étudié
I’éventuelle présence de cytokines pouvant limiter I'activation/maturation des DC dans ces
sérums. Pour cela, nous avons réalisé un cytokine array (méthode semi-quantitative)
permettant un criblage de la présence d’'un grand nombre de cytokines dans ces sérums.
Dans le cas des sérums de souris ayant subi un stress hypergravitaire aigu (Figure 21),
aucune cytokine détectée ne semble présenter de variation importante par rapport aux
sérums provenant des souris contréles. Seule C5a, une anaphylatoxine appartenant au
systéme du complément, augmente de 60% dans les sérums de souris stressées par rapport
a ceux des souris controles et ce composé est connu pour avoir un effet pro-inflammatoire
menant a l'activation des cellules du SI [740]. Il y a également une augmentation plus
mineure des cytokines IL-1 et IL-16 qui sont elles aussi pro-inflammatoires. L'ensemble des
molécules dont I'expression est modulée sont pro-inflammatoires et tendent a augmenter.
Par conséquent, ces molécules ne peuvent pas expliquer le phénotype plus immature des DC
spléniques exposées aux sérums de souris ayant subi un stress hypergravitaire aigu.
Concernant les sérums issus de souris ayant subi un stress hypergravitaire chronique (Figure
22), nous observons un profil cytokinique différent avec une tendance générale a la
diminution contrairement au stress hypergravitaire aigii. En effet, nous observons une
diminution de C5a ainsi que de I'lL-1. Ces deux cytokines ayant des propriétés pro-
inflammatoires, leur diminution pourrait participer a la mise en place du phénotype plus
immature des DC spléniques exposées aux sérums issus de souris ayant subi un stress
hypergravitaire chronique. Il est également possible que les altérations phénotypiques
observées proviennent d’un état général de la production cytokinique plutét qu’a la
variation de la quantité de quelques molécules. En effet, il est possible que la cellule
produise une quantité légerement plus importante de nombreuses cytokines anti-
inflammatoires ou, a I'inverse, qu’elle produise de nombreuses cytokines pro-inflammatoires
en quantité plus faible.

Les résultats préliminaires obtenus par cette approche n’ont pas permis de dégager de

maniére franche des signatures cytokiniques pouvant expliquer les changements
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Figure 20 : Seul le stress hypergravitaire aigu entraine une augmentation de la
corticostérone sérique

Dosage ELISA de la corticostérone sérique de souris exposées (Stress) ou non (CT) a des
stress de différentes natures: Hypergravitaire (2g aigue ou chronique ; 3h ou 21j) ou socio-
environnementale (CUMS) .

n =3 (2g aigue) ; n = 8 (2g chronique) et n = 3 (CUMS).*p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001.



phénotypiques des DC incubées en présence de sérums provenant des souris soumises a un

stress hypergravitaire aigu ou chronique.

L’ensemble de ces résultats nous a permis de montrer que les sérums de souris soumises a
un stress hypergravitaire aigu ou chronique entrainent une diminution de |’expression des
marqueurs d’activation/maturation des DC. L'apparition de ce phénotype plus immature
n’est pas observée avec les sérums provenant de souris soumises a un stress de type socio-
environnemental, mettant ainsi en évidence les différences qui peuvent exister entre
différents types de stress. Bien que n’ayant pas été en mesure d’identifier le ou les facteur(s)
plasmatique(s) a I'origine des altérations phénotypiques observées, nos résultats montrent

gue les DC semblent sensibles au stress gravitaire.

B. Effets d'un stress microgravitaire sur les DC
Compte tenu de la complexité que peut représenter le contenu d’un sérum, nous avons
voulu étudier les effets d’un stress mécanique directement sur les DC en nous affranchissant
de tout autre facteur (e.g. environnement hormonal et cytokinique). Pour cela, nous avons
choisi de soumettre, in vitro, des DC a une microgravité simulée, de I'ordre de 103 g, grace a
la random positioning machine (RPM).
Dans ce contexte, nous avons utilisé des DC différenciées a partir de moelle osseuse (BMDC)
durant 7 jours avec du FIt3L et/ou des DC isolées a partir de rate de souris. De plus, afin
d’étudier les effets du stress microgravitaire sur le processus d’activation/maturation des
DC, leur activation/maturation a été induite ou non par ajout de lipopolysaccharides (LPS).
Le LPS est un composé bactérien connu pour augmenter I'expression membranaire des
marqueurs phénotypiques étudiés [741,742].
Dans un premier temps, nous avons souhaité nous intéresser aux facteurs connus pour étre
impactés par la microgravité simulée sur d’autres types cellulaires tels que le cytosquelette
d’actine [655,743—-747] et 'apoptose [657,674,677].
Dans un deuxieme temps, nous avons étudié les effets du stress microgravitaire sur le
phénotype d’activation/maturation des DC afin de comparer les résultats a ceux observés
avec les sérums provenant de souris soumises a un stress hypergravitaire. Enfin, 'impact de

la microgravité sur la fonction de présentation des DC a été analysé.
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Figure 21 : Profil cytokinique des sérums de souris ayant subi un stress hypergravitaire
aigu

Les cytokines présentes dans les sérums de souris ayant subi un stress hypergravitaire ou
non ont été analysées par cytokine array. Une membrane a été incubée avec un mélange
de trois sérums issus de souris ayant subi un stress hypergavitaire aigu et une autre a été
exposée a un mélange de trois sérums de souris controles (CT). Le graphique représente
les valeurs obtenues pour la membrane stress aigu normalisées par rapport a celles de la
membrane CT. A noter que I'lL1-ra était présente uniquement sur la membrane « stress
aigu » tandis que TREM-1 n’était détectée que dans la condition contréle. N=1;n=1
mélange de 3 sérums.



1) Effets de la microgravité simulée sur le cytosquelette et
I'apoptose des DC

a) Impact de la RPM sur le cytosquelette d’actine des DC
La microgravité a été montrée pour affecter le cytosquelette d’actine dans de nombreux
types cellulaires [744—750]. De plus, le cytosquelette est essentiel a de nombreux processus
cellulaires.
Nous avons donc étudié le cytosquelette d’actine des BMDC et des DC spléniques exposées
ou non a la RPM en présence ou en absence de LPS.
Dans les BMDC et les DC spléniques, nos résultats (Figure 23) montrent, respectivement, une
diminution ou une tendance a la diminution (p = 0,0704) de I'actine polymérisée dans les
cellules exposées a la microgravité simulée, en absence de LPS, par rapport aux DC cultivées
en normogravité.
De maniére intéressante, une stimulation des DC avec du LPS a des effets différents en
fonction de la population cellulaire étudiée. En effet, une augmentation de la quantité
d’actine polymérisée est observée dans les BMDC activées/maturées en condition RPM par
rapport aux BMDC contréles. A l'inverse, dans les DC spléniques, I'altération de
polymérisation de I'actine persiste malgré I'activation des cellules (Figure 23B).
Le stress microgravitaire entraine donc une diminution de la polymérisation du
cytosquelette d’actine dans les DC immatures. L'altération de la polymérisation du
cytosquelette d’actine persiste malgré I'induction de I'activation/maturation dans les deux
populations cellulaires se traduisant dans un cas par une augmentation de la quantité
d’actine polymérisée et dans I'autre cas par une diminution. Ces résultats mettent donc en

évidence que le stress microgravitaire affecte le cytosquelette d’actine des DC.

b) Impact de la RPM sur la survie des DC.

i. Etude de I'apoptose des BMDC et DC spléniques
Nous avons ensuite étudié I'impact que pouvait avoir la microgravité simulée sur la survie

des BMDC et des DC spléniques (Figure 24). En effet, il a été montré que la microgravité
entraine une augmentation de l'apoptose de DC humaines ainsi que d’autres types
cellulaires [657,674,677]. Nous avons donc marqué des BMDC et des DC spléniques
exposées ou non a 24h de RPM en présence ou en absence de LPS en utilisant 'annexine V

(apoptose) et le 7AAD (nécrose).
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Figure 22 : Profil cytokinique des sérums de souris ayant subi un stress hypergravitaire
chronique

Les cytokines présentes dans les sérums de souris ayant subi un stress hypergravitaire ou
non ont été analysées par cytokine array. Une membrane a été incubée avec un mélange
de trois sérums issus de souris ayant subi un stress hypergavitaire chronique et une autre
a été exposée a un mélange de trois sérums de souris controles (CT). Le graphique
représente les valeurs obtenues pour la membrane stress aigu normalisées par rapport a
celles de la membrane CT. N =1; n=1 mélange de 3 sérums.



Les résultats (Figures 24) montrent, que ce soit pour les BMDC ou les DC spléniques, que le
stress microgravitaire induit une diminution du nombre de DC vivantes (AnxV 7AAD),
d’environ 10%, au profit d’'une augmentation des DC apoptotiques (AnxV+/7AAD+/'). De
maniere intéressante, cette différence n’est plus retrouvée lorsque les DC sont activées. De
plus, la part de cellules nécrotiques (AnxV 7AAD") reste négligeable.

Il est a noter que, contrairement aux DC spléniques, I'activation des BMDC semble favoriser
la survie des cellules par rapport a la condition non activée au LPS (env. 65% de BMDC
activées vivantes contre 37% en absence de LPS).

Pris ensemble, ces résultats montrent que la microgravité simulée provoque une légére
augmentation de I'apoptose des DC spléniques et des BMDC murines et que leur activation

au LPS semble avoir un effet protecteur.

ii. Impactd’une variation de la concentration
cellulaire sur la viabilité des BMDC
Les contacts intercellulaires étant importants pour la régulation de nombreuses fonctions

cellulaires comme la survie [751,752], nous avons voulu évaluer I'influence de ces derniers
dans I'augmentation de I'apoptose des DC soumises a un stress microgravitaire. En effet,
lorsque les cellules sont cultivées en RPM, il y a absence de sédimentation contrairement
aux cellules contréles cultivées en condition normogravitaire et donc diminution des
contacts cellulaires.

Afin de répondre a cette question, des cellules ont été cultivées a des concentrations
croissantes dans le but d’augmenter les probabilités de contacts cellulaires dans la plaque
cultivée en condition RPM. Cette expérience, requérant un grand nombre de cellules, a été
réalisée seulement avec des BMDC qui peuvent étre obtenues en grande quantité par
rapport aux DC spléniques. Nous avons donc cultivé des DC différenciées a partir de moelle
osseuse durant 24h en microgravité simulée a différentes concentrations : 2x10° BMDC/mL ;
4x10° BMDC/mL et 6x10° BMDC/mL. Comme précédemment, les cellules ont ensuite été
marquées avec de I'annexine V et du 7AAD.

Nous avons pu montrer que le fait d’augmenter les concentrations des BMDC n’avait aucune
incidence sur I'apoptose que ce soit des BMDC non activées ou des BMDC activées au LPS et
cultivées en RPM (Figure 25). Ces résultats nous amenent a penser que I'augmentation de la

concentration et donc du contact cellulaire n’a pas d’effet sur la survie des BMDC.
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Figure 23 : La microgravité simulée altére le cytosquelette d’actine des DC

Les BMDC (A) et DC spléniques (B) ont été cultivées en condition de microgravité simulée
(RPM) ou non (CT) en absence (panneau gauche) ou en présence (panneau droit) de LPS.
Aprés 24h, un marquage membranaire du CD11c suivi d’'un marquage intracellulaire de
I'actine polymérisée (F-Actine) par la phalloidine a été réalisé et analysé par cytométrie en
flux. Les graphiques représentent l'intensité de marquage (médiane) par rapport au CT
(Ratio/CT) de la phalloidine dans les cellules CD11c+. N=4 (A) N=3 (B) ; n= 3 par groupe et
par expérience. RPM=Random Positioning Machine; LPS = Lipopolysaccharide ; U.A =
Unités Arbitraires *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. .



Pris ensemble, ces résultats montrent que I'augmentation des contacts cellulaires n’a pas
d’effet sur 'apoptose des BMDC soumises a la microgravité. Par conséquent, I'effet pro-
apoptotique observé en Figure 24 semble bien d{ a la microgravité simulée.
2) Impact du stress microgravitaire sur le phénotype
d’activation/ maturation des DC

Nous avons précédemment montré que le phénotype d’activation/maturation des DC était
sensible a certains facteurs présents dans les sérums de souris soumises a un stress
hypergravitaire aigu ou chronique. Dans ce contexte, nous avons donc voulu évaluer si les
mémes effets pouvaient étre observés lorsque les DC sont directement soumises a un stress
gravitaire.

Pour cela, des BMDC et des DC spléniques ont été cultivées en condition de microgravité
simulée (RPM) ou non (CT) et en présence ou en absence de LPS. Aprés 24h de culture, le
phénotype des BMDC et des DC spléniques a été étudié par cytométrie en flux. L’analyse de

eme

I’expression de CD80, une 3" molécule de co-stimulation, a été ajoutée a notre panel. Dans
cette étude, le pourcentage de DC positives pour les différents marqueurs mais également
leur intensité médiane d’expression membranaire ont été analysés. Ce dernier parametre
nous a permis d’étudier les variations d’expression membranaire tout en prenant en compte
la distribution des populations ayant différents niveaux d’expression.

L'étude de ces deux parametres (pourcentage de cellules positives et intensité médiane
d’expression) nous permettra de mettre en évidence si la microgravité simulée par RPM

peut impacter la proportion de la population de DC exprimant ces marqueurs mais

également leur quantité a leur surface.

a) Effets du stress microgravitaire sur les BMDC

Nos résultats montrent (Figure 26) qu’en absence de LPS, la RPM induit une diminution
significative de la proportion de BMDC exprimant CD40 ainsi qu’une diminution de I'intensité
d’expression membranaire du CMHII, de CD40 et de CD86. La RPM provoque donc une
diminution de I'expression membranaire de I'ensemble des marqueurs étudiés a I'exception
de CD80.

Lorsque les BMDC sont maturées/activées par ajout de LPS, nous observons que la RPM n’a
aucun effet sur le pourcentage de cellules positives pour les marqueurs étudiés. Toutefois,

nous avons observé une augmentation de la médiane d’intensité de fluorescence du CMHII
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Figure 24 : La microgravité simulée diminue la survie des DC uniquement en absence
d’activation au LPS

Les BMDC (A) et DC spléniques (B) ont été cultivées en condition de microgravité simulée
(RPM) ou non (CT), en absence (panneau gauche) ou en présence de LPS (panneau droit).
Aprés 24h, un marquage AnxV et 7AAD a été réalisé suivi par des expériences de
cytométrie en flux. Les cellules vivantes correspondent aux cellules AnxV-7AAD-, les
cellules nécrotiques sont Anx-7AAD+ et les cellules en phase précoce et tardive
d’apoptose sont Anx+ et notées apoptotiques. N=4 (A) N=3 (B) ; n=3 par groupe et par
expérience. RPM=Random Positioning Machine; LPS=Lipopolysaccharide *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001.



et de CD40 traduisant une augmentation de la quantité de ces marqueurs a la surface des
cellules. Il semblerait donc que, dans les BMIDC activées, le stress microgravitaire n’entraine
pas d’effets négatifs sur I'expression des marqueurs contrairement a ceux observés en
condition basale, mais impacterait néanmoins leur régulation.

Sachant que la différenciation des DC avec du Flt-3L permet I'obtention de BM-cDC (env. 60
a 80%) et de BM-pDC (env. 20 a 40%), nous avons souhaité savoir quelle sous-population
était impactée par la RPM. Pour cela, grace a I'expression différentielle de mPDCA1 (mouse
Plasmacytoid Dendritic Cell Antigen-1), nous avons pu analyser I'impact de la microgravité
simulée sur les BM-cDC CD11c'mPDCA1 et les BM-pDC CD11c¢'mPDCA1" séparément (Figure
27).

Ainsi, les résultats obtenus mettent en évidence, dans les cellules non activées, une
diminution de la population de BM-cDC exprimant CD40 ainsi qu’une tendance (p = 0,0682)
a la diminution de la population de BM-cDC exprimant CD80 (Figure 27). Nous observons
également une diminution de l'intensité médiane d’expression de I'ensemble des marqueurs
membranaires étudié (CMHIl, CD40, CD80 et CD86) dans les BM-cDC soumises a la
microgravité par rapport aux cellules contréles. Toutefois, la diminution de I’expression de
I'ensemble des marqueurs est contrecarrée par l'activation des cellules. De maniere
intéressante, les BM-pDC (CD11c'mPDCA1") ne semblent pas étre impactées par le stress
microgravitaire puisqu’aucune différence phénotypique n’a été observée et ce quel que soit
le marqueur étudié. La majorité des BMDC obtenues aprés différenciation étant des BM-
cDC, les altérations phénotypiques des BMDC observées en condition de microgravité
simulée proviennent donc de I'impact de cette derniere sur les BM-cDC.

Pris ensemble, ces résultats montrent que le stress microgravitaire impacte particulierement
les BM-cDC en condition non activées, en entrainant I'apparition d’'un phénotype plus
immature caractérisé par la diminution de leur état d’activation/maturation. Ainsi, I'effet du
stress gravitaire, appliqué directement sur les BMDC, semble comparable a celui induit sur
des DC spléniques par les facteurs solubles présents dans des sérums de souris soumises a ce

type de stress.
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Figure 25 : 'augmentation de la concentration des BMDC ne semble pas avoir d’ impact
majeur sur 'apoptose

Les BMDC ont été cultivées en condition de microgravité simulée (RPM), en absence (A)
ou en présence de LPS (B) a différentes concentrations: 2x108; 4x10°= [4] et 6x10° = [6].
Apres 24h, un marquage AnxV et 7AAD a été réalisé suivi par des expériences de
cytométrie en flux. Les cellules vivantes correspondent aux cellules AnxV-7AAD-, les
cellules nécrotiques sont Anx-7AAD+ et les cellules en phase précoce et tardive
d’apoptose sont Anx+ et notées apoptotiques. N=3; n= 2 par groupe et par expérience.
RPM=Random Positioning Machine; LPS = Lipopolysaccharide *p < 0,05; **p < 0,01; ***p
<0,001..



b) Effets du stress microgravitaire sur les DC spléniques

i. Expression des marqueurs
d’activation/maturation des DC spléniques
Nous avons montré que des DC spléniques exposées a des sérums de souris ayant subi un

stress hypergravitaire présentaient un phénotype plus immature. Nous avons également
constaté une diminution de I'état d’activation/maturation des BM-cDC due a un impact du
stress microgravitaire. Nous nous sommes alors demandé si la microgravité simulée pouvait
altérer le phénotype de DC spléniques purifiées. Ces derniéres présentent une expression
basale des marqueurs CMHII, CD40, CD80 et CD86 plus importante que les BMDC et sont
également capables de s’activer en présence de LPS. Nous avons donc purifié des DC
spléniques (cDC) que nous avons cultivé en présence de LPS ou non durant 24h en condition
de microgravité simulée par RPM ou non.

En absence de LPS, les résultats montrent que la RPM entraine une diminution du
pourcentage des DC spléniques exprimant CD40 et CD80 ainsi qu’une diminution de la
guantité d’expression membranaire pour CD80 et CD86 (Figure 28). De maniére intéressante
et comme pour les BMDC, en présence de LPS, la RPM n’a pas d’effet sur les proportions de
DC spléniques exprimant les marqueurs étudiés. Toutefois, contrairement aux BMDC, la RPM
diminue la quantité de molécules CD40, CD80 et CD86 exprimées a la surface des DC
spléniques (médiane) activées au LPS. Ces résultats suggérent que les DC spléniques,
cultivées en microgravité simulée en présence de LPS, s’activent de maniére moins
importante qu’en condition normogravitaire puisque la médiane reste moins élevée pour les
molécules de co-stimulation.

Nous avons donc montré que, bien que la microgravité simulée n’impacte pas I'expression
membranaire du CMHII, elle induit une diminution de I'expression des molécules de co-
stimulation en condition activée ou non.

Ainsi, les DC spléniques et les BMDC exposées a un stress microgravitaire présentent un
phénotype plus immature. Une fois activées/maturées, les effets du stress microgravitaire,
bien que différents en fonction du type de DC, altérent la régulation de I'expression de

certains marqueurs d’activation/maturation.

ii.  Sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
Un phénotype membranaire plus immature est souvent associé a une faible production de

cytokines pro-inflammatoires [157]. Nous avons par conséquent étudié la quantité de
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Figure 26 : Les BMDC exposées a la RPM présentent un phénotype plus immature mais
linduction de leur maturation/activation ne semble pas impactée par le stress
micrograviatiare

Des BMDC différenciées durant 7 jours par traitement au FIt3L ont été cultivées en
condition de microgravité simulée (RPM) ou non (CT), en absence (panneaux du haut) ou
en présence (panneaux du bas) de LPS. Aprés 24h, un marquage de CD11c, CMHII, CD40,
CD80 et CD86 a été réalisé et analysé par cytométrie en flux. Les graphiques représentent
le pourcentage de cellules positives (A) ou la médiane de I'intensité de marquage (B) des
différents marqueurs phénotypiques exprimés par les cellules CD11c+. N =3 ; n = 3 par
groupe et par expérience. RPM=Random Positioning Machine; LPS = Lipopolysaccharide
*p<0,05; **p <0,01; ***p <0,001.



diverses cytokines présentes dans les surnageants de culture des DC spléniques exposées ou
non a la RPM par cytokine array (méthode semi-quantitative).

Des expériences préliminaires (N = 2) ont permis de mettre en évidence une diminution de
pres de 50% des cytokines IP-10, MCP-1 et IL-6 dans les surnageants des DC spléniques
cultivées en RPM par rapport aux CT (Figure 29). Ces trois cytokines étant pro-
inflammatoires, cela nous ameéne a penser que les DC spléniques exposées a la RPM
présentent bien un phénotype plus immature puisqu’elles expriment moins de molécules de

co-stimulation et produisent moins de cytokines pro-inflammatoires.

iii. Impact de la microgravité simulée par RPM sur la
quantité de transcrits des marqueurs
d’activation/maturation des DC

Dans le but d’expliquer les variations d’expression membranaire des marqueurs

d’activation/maturation, nous avons étudié les effets du stress microgravitaire sur la
guantité de transcrits desdits marqueurs. En effet, des altérations transcriptionnelles ont été
montrées a la fois dans différents modéles de microgravité simulée ainsi qu’en condition de
microgravité réelle et ce, sur plusieurs types cellulaires [393,670,753—-758]. Pour ce faire,
nous avons réalisé des expériences de RT-qPCR sur les ARNm de DC spléniques et de BMDC

exposées ou non a la RPM durant 24h en présence ou en absence de LPS.

» Dans les BMDC

Dans le cas des BMDC, nous avons mis en évidence une diminution de quantité des transcrits
de I'ensemble des marqueurs étudiés aprés 24h de RPM (Figure 30A). La diminution de
I’expression membranaire des marqueurs (Figure 26) pourrait par conséquent s’expliquer
par une diminution de I'expression de leurs transcrits.

De maniére intéressante, cette diminution de transcrits est également retrouvée dans des
BMDC activées au LPS excepté pour le marqueur CMHII (Figure 30B). Toutefois, les
expériences de cytométrie en flux nous avaient montré que ni le pourcentage de BMDC
positives pour les marqueurs, ni la quantité de marqueur a leur surface n’étaient diminués
en condition LPS (Figure 26). Ainsi, cette observation nous ameéene a penser que |'effet de la
microgravité simulée sur le phénotype des BMDC ne correle que partiellement avec les
altérations transcriptionnelles mises en évidence. Ainsi, la diminution de ['état
d’activation/maturation des BMDC peut étre expliquée par la diminution du nombre de

transcrits des marqueurs étudiés uniquement dans les BMDC non activées. Il est également
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Figure 27 : La microgravité simulée altére le phénotype des BM-cDC mais pas des BM-
pDC

Des BMDC ont été cultivées en condition de microgravité simulée (RPM). Aprés 24h, un
marquage de CD11c, mPDCA1, CMHII, CD40, CD80 et CD86 a été réalisé et analysé par
cytométrie en flux. Les graphiques représentent le pourcentage de cellules positives (A)
ou la médiane de l'intensité de marquage (B) des différents marqueurs phénotypiques
exprimés par les cellules CD11c+ mPDCA1- (BM-cDC ; panneaux du haut) ou CD11lc+
mPDCA1+ (BM-pDC ; panneaux du bas). N = 3 ; n = 3 par groupe et par expérience.
RPM=Random Positioning Machine; T = 0,05 < p < 0,075 ; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001.



intéressant de noter que la RPM perturbe de maniére importante la quantité de transcrits
des marqueurs d’activation/maturation et que cet effet perdure au cours du temps puisqu’il

est observé apres 24h d’exposition a la microgravité simulée.

» Dans les DC spléniques

Les résultats montrent une diminution de I'expression de I'ensemble des transcrits des
molécules de co-stimulation (CD40, CD80 et CD86) aprés 24h de RPM (Figure 31A) ce qui
pourrait expliquer les variations phénotypiques observées par cytométrie en flux au niveau
membranaire (Figure 28). Par contre, lorsque les DC spléniques sont activées, nous
observons une augmentation des transcrits du CMHII et une diminution des transcrits de
CD86. Les quantités de transcrits de CD40 et de CD80 ne semblent pas étre impactées en
condition activée (Figure 31B). Tout comme pour les BMDC, ces variations d’expression au
niveau transcriptionnel ne correlent pas avec celles observées au niveau membranaire ou il y
avait diminution de I'ensemble des molécules de co-stimulation et aucune altération de la
guantité de CMHII a la membrane. Les résultats obtenus par RT-qPCR en présence de LPS ne
peuvent donc que partiellement expliquer ceux obtenus par cytométrie en flux.

Nous avons par conséquent pu mettre en évidence qu’en absence de LPS, la microgravité
simulée entraine une diminution de I'expression membranaire des molécules de co-
stimulation des DC spléniques et que cette diminution est corrélée a une diminution de la
guantité de transcrits. En présence de LPS cependant, les variations phénotypiques
observées au niveau membranaire par cytométrie en flux (diminution de I'ensemble des
molécules de co-stimulation ; Figure 28) ne peuvent étre que partiellement expliquées par
une altération de la quantité de transcrits (diminution de CD86 uniquement). Cela nous
ameéne a penser que d’autres mécanismes pourraient étre influencés par la microgravité
simulée.

Pour conclure quant a [l'effet du stress microgravitaire sur le phénotype
d’activation/maturation des DC, nous avons pu mettre en évidence une diminution
d’expression membranaire des marqueurs d’activation/maturation observée a la fois au
niveau des DC spléniques et des BMDC. Ce phénotype plus immature semble étre la
conséquence d’une diminution au niveau du taux de transcrits mais uniguement en absence
d’activation au LPS. En effet, lorsque les DC spléniques et BMDC sont activées/maturées au

LPS, I'absence de corrélation observée entre les résultats obtenus au niveau membranaire et
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phénotype plus immature

Des DC spléniques purifiées ont été cultivées en condition de microgravité simulée (RPM)
ou non (CT), en absence (panneaux du haut) ou en présence (panneaux du bas) de LPS.
Apres 24h, un marquage de CD11c, CMHII, CD40, CD80 et CD86 a été réalisé et analysé
par cytométrie en flux. Les graphiques représentent le pourcentage de cellules positives
(A) ou la médiane de I'intensité de marquage (B) des différents marqueurs phénotypiques
exprimés par les cellules CD11c+. N = 4 ; n = 3 par groupe et par expérience.
RPM=Random Positioning Machine; LPS = Lipopolysaccharide *p < 0,05; **p < 0,01; ***p

<0,001.



ceux obtenus au niveau du taux de transcrits nous améne a penser que d’autres mécanismes
cellulaires sont impactés par la RPM et que ceux-ci participent aux variations d’expression
membranaire des marqueurs d’activation/maturation des DC spléniques et des BMDC.
Enfin, en plus du phénotype plus immature des BMcDC et des cDC spléniques exposées a un
stress microgravitaire, des expériences préliminaires ont montré que ces dernieres
produisent moins de cytokines pro-inflammatoires lorsqu’elles sont exposées a la RPM.
Ainsi, en condition non activée, les DC exposées a la microgravité simulée présentent un
phénotype d’activation/maturation diminué. Ce phénotype plus immature engendré par la
RPM pourrait impacter leur fonction de présentation de I’antigéne aux LT CD4".

3) Effet du stress microgravitaire sur la fonction de présentation

antigénique des DC spléniques

Nous avons observé que les DC spléniques cultivées en RPM présentaient un phénotype plus
immature que celles cultivées en normogravité. En effet, une diminution de la quantité de
molécules de co-stimulation (CD40, CD80 et CD86) a leurs surfaces et de la production de
certaines cytokines pro-inflammatoires (IP-10, MCP1 et IL-6) ont été observées. De plus,
nous avons montré que le stress microgravitaire induisait une altération du cytosquelette
d’actine.
La présentation de I'antigéne ainsi que I'activation des LT CD4" par les DC dépend de la
formation d’une structure particuliere appelée synapse immunologique. Cette zone de
contact étroit entre LT et DC est caractérisée par de nombreuses interactions moléculaires
(en partie assurées par les molécules de co-stimulation) ainsi que par une modification de la
morphologie des DC. Les molécules de co-stimulation ainsi que le cytosquelette d’actine
vont donc jouer un role important dans la formation de la synapse immunologique. Comme
le stress microgravitaire altere ces parameétres, nous avons par conséquent étudié ses effets
sur leur fonction de présentation antigénique.
Pour cela, des DC spléniques ont été marquées avec un traceur bleu (Cell Traker Blue : CTB)
et cultivées durant 24h en microgravité simulée en présence d’ovalbumine de poulet (Ova =
Ag) ou non. Aprés récupération, les cDC ont été mises en présence de LT CD4" OT-Il (LT
transgéniques reconnaissants spécifiguement I'Ova) durant 20 ou 60 minutes. La formation
de synapses immunologiques entre DC et LT a ensuite été observée par microscopie a
fluorescence aprés marquage de LFA-1, une intégrine se relocalisant au niveau de la synapse

immunologique (Figure 32). Plusieurs parametres ont été étudiés : le nombre de DC (= CPA),
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Figure 29 : Les DC spléniques cultivées en condition de microgravité simulée produisent

moins de cytokines pro-inflammatoires (IP-10, MCP-1 et IL-6)

Les cytokines présentes dans le surnageant de DC spléniques exposées ou non a la RPM
ont été dosées par cytokine array. Une membrane a été incubée avec un mélange de
surnageants issus de 3 puits de culture de DC en condition RPM et une autre a été
exposée a un mélange de surnageants issus de 3 puits de culture de DC en condition
normogravitaire (CT) (A). Le graphique (B) représente les valeurs obtenues pour la

membrane RPM normalisées par rapport a la membraneCT.N=2;n=2,



le nombre de conjugués (une DC en contact avec un LT) et le nombre de synapses (un
conjugué avec relocalisation de LFA-1 au niveau de la zone de contact entre LT et DC). Ces
deux derniers parametres vont nous permettre de savoir si la RPM altére la capacité des DC
a entrer en contact avec les LT et/ou a former une synapse immunologique, respectivement.
Les résultats montrent que les DC spléniques exposées a la RPM forment autant de
conjugués (Figure 33A) et de synapses (Figure 33B) que les DC contréles. Ceci nous améne
donc a penser que le stress microgravitaire, malgré son impact sur I’expression membranaire
des molécules de co-stimulation et le cytosquelette d’actine, ne semble pas avoir d’impact

sur leur capacité a présenter I'antigéne.

4) Conclusion Générale

En conclusion, nous avons montré que les sérums de souris soumises a un stress
hypergravitaire aigu ou chronique entrainent une diminution de I'expression des marqueurs
d’activation/maturation des DC spléniques. L’apparition de ce phénotype plus immature
n’étant pas observée concernant les sérums provenant de souris soumises a un stress de
type socio-environnemental, ceci illustre les différences qui peuvent exister selon les types
de stress étudiés (socio-environnementaux vs mécaniques). Ainsi, nous avons montré que
les DC spléniques sont sensibles a des facteurs plasmatiques, encore non identifiés, présents
dans les sérums de souris ayant subi un stress de type gravitaire.

Concernant I'exposition directe de DC spléniques et de BMDC a la microgravité simulée par
RPM, nous avons pu mettre en évidence i) une diminution de la polymérisation du
cytosquelette d’actine, ii) une augmentation de |'apoptose et iii) une diminution de
I’expression membranaire des marqueurs d’activation/maturation pouvant étre expliquée
par une diminution de leurs transcrits. Concernant ce dernier point, il est donc intéressant
de noter les effets similaires de I'exposition a la microgravité simulée et a des sérums de
souris ayant subi un stress hypergravitaire sur le phénotype d’activation/maturation des DC.
Lorsque les DC spléniques et les BMDC sont activées/maturées au LPS durant leur exposition
a la microgravité simulée, les effets observés vont différer selon le type de DC étudié. En
effet, nous avons observé i) une augmentation de la quantité d’actine polymérisée dans les
BMDC alors qu’une diminution persiste dans les DC spléniques, ii) un effet protecteur de
I’activation/maturation au LPS contre les effets pro-apoptotiques de la RPM et iii) un

phénotype immature qui persiste pour les DC spléniques activées contrairement aux BMDC
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Figure 30 : La microgravité simulée entraine une diminution des transcrits des
molécules de co-stimulation des BMDC traitées ou non avec du LPS

Des expériences de RT-qPCR ont été réalisées afin de quantifier les transcrits du CMHII, de
CD40, CD80 et CD86 dans des BMDC apres 24h de culture en microgravité simulée (RPM)
en absence (A) ou en présence (B) de LPS. N = 3. RPM=Random Positioning Machine; LPS
= Lipopolysaccharide. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.



avec une absence de corrélation entre variations d’expression des protéines membranaires
et de transcrits. Il semblerait par conséquent, qu’au moins en condition
d’activation/maturation au LPS, d’autres mécanismes cellulaires soient impactés par la RPM
et que ceux-ci participent aux variations d’expression membranaire des marqueurs
phénotypiques. Enfin, malgré son impact sur I'expression membranaire des molécules de co-
stimulation ainsi que sur le cytosquelette d’actine, il semblerait que le stress microgravitaire
n’altére pas la capacité des DC spléniques a présenter 'antigéne aux LT CD4".

Néanmoins, il serait également intéressant d’étudier leur capacité a polariser les LT CD4"
vers des profils pro-inflammatoires (Th1, Th2 ou Th17) ou régulateurs (Treg). En effet, les DC
spléniques exposées a la RPM sont caractérisées par un phénotype plus immature
puisqu’elles expriment moins de molécules de co-stimulation et sécretent moins de
cytokines pro-inflammatoires. Ce phénotype immature pourrait induire des fonctions
tolérogénes. Ainsi leur fonction de polarisation des LT CD4" pourrait donc étre modulée par

le stress microgravitaire.
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Figure 31 : La diminution des transcrits des molécules de co-stimulation en condition
microgravitaire est partiellement rattrapée lorsque les DC spléniques sont activées

Des expériences de RT-qPCR ont été réalisées afin de quantifier les transcrits du CMHII, de
CD40, CD80 et CD86 dans des DC spléniques cultivées durant 24h en microgravité simulée
(RPM) ou non (CT) en absence (A) ou en présence (B) de LPS. N = 3. RPM=Random
Positioning Machine; LPS = Lipopolysaccharide. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001



DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Figure 32 : Présentation de I’Ag par les DC spléniques aux LT CD4*

Les DC spléniques captent, apprétent I'Ag exogene sur le CMHIl et augmentent
I'expression membranaire du CMHII chargé et des molécules de co-stimulation CD40,
CD80 et CD86. Le LT CD4* exprimant le TCR complémentaire ainsi que LFA-1 va former un
conjugué avec la DC présentant I'Ag. Lorsque le contact sera bien établi, il va y avoir
formation de la synapse immunologique caractérisée par la relocalisation de LFA-1 au
niveau de la zone de contact entre DC et LT.



. Discussion et perspectives
Le stress, bien que fondamental pour la survie des organismes semble également avoir des

effets déléteres sur la réponse immunitaire innée et adaptative [239,240,244,431]. Dans ce
contexte, les différents types de stress associés aux vols spatiaux ont été montrés comme
engendrant des altérations du développement, de la prolifération et de la fonction des
cellules du Sl [418-420]. Cependant, étant donné le nombre restreint de missions spatiales,
il est toutefois nécessaire d’utiliser des modeles permettant de simuler, sur Terre, les stress
rencontrés en vol dans le but d’étudier leurs effets. Ainsi, au cours de cette thése, nous
avons étudié les effets de stress associés aux vols spatiaux et simulés en laboratoire sur le
systeme du complément et les cellules dendritiques.

La premiere partie de ce travail de these a consisté a étudier I'effet individuel ou
combinatoire de différents types de stress, associés aux vols spatiaux et recréés en
laboratoire, sur I'expression de la molécule C3 du complément chez I'amphibien et la souris.
Les résultats de ce travail ayant fait I'objet d’'une publication, ils ne seront pas discutés ici (cf.
Résultats Partie I.C.).

La seconde partie de cette thése concerne |'étude des effets du stress sur les DC. En effet,
étant donné leur réle central dans la réponse immunitaire innée et adaptative, il nous a paru
essentiel de mieux comprendre la maniére dont le stress est capable de moduler leur

phénotype et leur fonction.

A. Etude des effets du stress sur les cellules dendritiques murines.

1. Effets de différents types de stress sur les DC spléniques
Nous nous sommes tout d’abord demandé si les DC étaient sensibles a différents types de

stress. Pour répondre a cette question, des DC spléniques ont été exposées a des sérums de
souris soumises a un stress socio-environnemental (CUMS; chronique) ou physique
(hypergravité ; aigu ou chronique). Nos résultats montrent que le phénotype
d’activation/maturation des DC est impacté uniquement lorsqu’elles sont exposées aux
sérums de souris ayant subi un stress physique hypergravitaire et ce, qu’il soit aigu ou
chronique. Cette altération est caractérisée par une diminution d’expression de I'ensemble
des marqueurs étudiés (CMHII, CD40 et CD86). A l'inverse, les sérums issus de souris
soumises a un CUMS n’ont pas d’effet sur le phénotype des DC spléniques. De maniére plus

générale, le stress chronique est pourtant connu pour diminuer les fonctions immunitaires
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Figure 33 : La microgravité simulée ne semble pas altérer la capacité des cDC spléniques
a présenter I’Ag

Les cDC spléniques ont été cultivées en condition de microgravité simulée (RPM) ou non.
Apres 24h, les expériences de présentation de 'Ag (Ova) ont été réalisées et les LT CD4+
naifs ont été mis en contact des cDC spléniques (préalablement marquées au CTB et
pulsées a I’'Ova ou non (-Ova)) durant 20 min ou 60 min. Un marquage immunofluorescent
de LFA-1 a ensuite été réalisé. Les graphiques représentent le pourcentage de
conjugué/cDC (A) et de synapse/conjugué (B) réalisés en double aveugle. N=3; n= 4
champs/condition et par expérience. RPM=Random Positioning Machine. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001.



[240] et le CUMS a plus spécifiquement été montré comme pouvant altérer certains
compartiments immunitaires comme la répartition de sous-populations de LT [759]. Cette
absence d’altération phénotypique des DC exposées aux sérums de souris ayant subi un
stress chronique CUMS peut toutefois s’expliquer par les différences d’intensité et de
séquences qui peuvent exister entre les différents protocoles de CUMS. En effet, le modéle
utilisé au laboratoire n’induit, par exemple, aucune modification de la répartition des LT
[342]. Ces différences pourraient étre liées au protocole de stress utilisé dans le modéle
CUMS engendrant [338,339] ou non [340,341] une élévation du taux de glucocorticoides. En
effet, la corticostérone, qui est une des principales hormones relarguées par I'axe HHS, est
connue pour avoir un effet anti-inflammatoire sur les cellules du SI [760]. Afin d’expliquer
nos résultats, nous avons donc dosé la corticostérone sérique par ELISA dans les différents
sérums.

De maniere intéressante, le niveau de corticostérone est plus élevé uniquement dans les
sérums provenant de souris soumises a un stress hypergravitaire aigu. Ainsi, ces résultats
permettraient d’expliquer I'absence d’effet des sérums provenant des souris soumises au
CUMS sur les DC. De plus, ils nous amenent a penser que la corticostérone ne peut pas étre
responsable du phénotype plus immature des DC exposées aux sérums de souris soumises a
un stress hypergravitaire chronique. Toutefois, sa présence dans les sérums de souris
soumises a un stress hypergravitaire aigu pourrait expliquer la plus forte diminution
d’expression des marqueurs de maturation/activation par rapport au stress hypergravitaire
chronique. Il existerait par conséquent d’autres facteurs sériques capables d’impacter le
phénotype d’activation/maturation des DC spléniques. Dans le but de mettre en évidence
ces facteurs, nous avons analysé la présence de cytokines dans les sérums. En effet, les
cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNFa, I'lL-1B et I'IFN de type 1, ainsi que les
cytokines anti-inflammatoires, telles que I'lL-10 et le TGFB, sont connues pour moduler
I’expression des marqueurs étudiés [761-764]. Toutefois, des expériences de cytokines array
ont montré que les stress hypergravitaires aigu et chronique ne semblaient pas impacter de
maniére importante la production de cytokines et nous n’avons pas pu mettre en évidence
une variation commune d’une ou plusieurs cytokines. Au vu de ces résultats, il semblerait
qgue le phénotype immature des DC spléniques exposées aux sérums de souris ayant subi un
stress hypergravitaire aigu et chronique ne soit dd ni a la corticostérone, ni a une modulation

de cytokines pro- ou anti-inflammatoire. Il est cependant a noter que les résultats
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préliminaires et semi-quantitatifs de cytokine array devront étre confirmés. Enfin, il serait
également possible que d’autres cytokines (absentes de la membrane de détection) ainsi
que d’autres types de facteurs solubles, jouent un réle dans I'induction du phénotype plus
immature des DC spléniques comme par exemple d’autres hormones de stress non dosées
(e.g. catécholamines) [549,765,766]. Pour conclure quant a lI'effet des sérums de souris
stressées, nous avons pu mettre en évidence que le phénotype des DC semble étre sensible

au stress hypergravitaire.

2. Effets d’'un stress microgravitaire sur les DC
Dans le but d’approfondir les résultats obtenus ci-dessus, nous avons souhaité étudier les

effets directs que pouvait avoir un stress de type physique sur les DC en utilisant la RPM qui
est un modeéle de microgravité simulée. Cette approche, in vitro, nous a permis d’étudier les
effets directs de la microgravité sur des DC spléniques et différenciées a partir de moelle
osseuse, maturées/activées ou non au LPS.

a) Effets de la microgravité simulée sur le cytosquelette et
I'apoptose des DC
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux processus cellulaires connus pour

étre impactés par la microgravité simulée sur d’autres types cellulaires tels que le
cytosquelette d’actine [655,744—746] et I'apoptose [657,674,677]. Nous avons observé une
dépolymérisation du cytosquelette d’actine des DC spléniques (tendance) ainsi que des
BMDC exposées a la RPM en absence de LPS. En condition activée/maturée au LPS par
contre, nous avons observé une divergence entre BMDC et DC spléniques. En effet, nous
avons mis en évidence une dépolymérisation du réseau d’actine dans les DC spléniques
activées mais pas dans les BMDC activées qui présentent méme une augmentation de la
polymérisation de I'actine. Ainsi, bien que des différences selon la population de DC aient
été observées, nous avons pu montrer que leur cytosquelette est sensible a la RPM et ces
résultats sont en accord avec la bibliographie montrant une diminution de la polymérisation
du cytosquelette d’actine dans d’autres types cellulaires [655,744—-746].

La microgravité simulée a également été montrée comme induisant une augmentation de la
mort cellulaire par apoptose dans différents types cellulaires [767-769] comme les
lymphocytes T [770]. Nous avons par conséquent souhaité savoir ce qu’il pouvait en étre
concernant les DC. En accord avec ces résultats, nous avons mis en évidence une diminution

de la survie des DC spléniques et des BMDC soumises a la microgravité. Ces résultats sont en
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corrélation avec des études montrant une diminution de la viabilité de DC murines cultivées
également en condition de microgravité simulée mais a I'aide d’un modele différent de la
RPM : le « Rotating Wall Vessel » (RWV) qui est un clinostat 2D [674,677]. Cependant, cette
diminution de viabilité des DC exposées a la RPM n’est visible qu’en condition basale (sans
LPS) puisque nous avons observé un retour a la normale en condition activée au LPS.
L'activation des DC aurait par conséquent un effet « protecteur » contre les effets pro-
apoptotiques de la microgravité simulée comme cela a été montré dans diverses études. En
effet, il a été montré que le traitement au LPS de cellules souches mésenchymateuses ainsi
qgque de DC, provoquait I'activation de la voie PI3K impliqguée dans la survie cellulaire
[771,772]. U'activation au LPS provoque également la survie de cellules de la microglie [773]
ou de LT [774]. Cette activation des DC, induite par le LPS, augmenterait leur survie afin de
leur permettre de migrer vers les ganglions lymphatiques dans le but de présenter I’Ag aux
LT. En effet, des auteurs ont montré que le LPS permettait aux DC de mieux répondre aux
signaux provenant des LT [775]. Il est cependant a noter qu’une apoptose importante a été
observée au niveau des cultures contréles a la fois dans les BMDC et les DC spléniques (65%
et 60% respectivement). Cela est certainement dii a I'absence d’activation au LPS d’une part
et de supplémentation en cytokines d’autre part. En effet, diverses études ont montré une
amélioration de la survie des DC en présence de cytokines [776—779] ou aprés activation
[772,780]. De plus, la microgravité simulée par RPM nécessite des conditions particulieres
telles que la culture cellulaire en puits pleins (afin d’éviter les bulles perturbant la mise en
place d’'une microgravité simulée) et I'ajout d’'une membrane réduisant les échanges gazeux
par rapport a une boite/flasque de culture standard. L’ensemble de ces conditions de culture
peut par conséquent participer au pourcentage important d’apoptose dans les conditions
controles.

Compte tenu de I'importance des contacts cellulaires dans la survie des cellules [751,752],
nous nous sommes demandé si 'absence de sédimentation en RPM et la présence d’un culot
en condition contréle pouvait expliquer les variations de survie observées au niveau des DC
cultivées en RPM par rapport aux contrbles. Cependant, la mise en place d’'un schéma
expérimental visant a répondre a cette question posait certains problemes techniques. En
effet, la premiére idée que nous ayons eu pour étudier cette question consistait a placer une
plague en RPM (microgravité) et une seconde sous agitation (normogravité) afin d’empécher

la sédimentation. Cependant, ce plan expérimental n’était pas adapté car les cellules
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cultivées dans la plaque sous agitation auraient été soumises a des forces gravitaires (dues
aux accélérations et décélérations répétées) ainsi qu’a des forces de cisaillement ne pouvant
étre prises en compte. Ainsi, nous avons décidé de cultiver des BMDC a différentes
concentrations afin d’augmenter les contacts en condition RPM. Nous avons observé que
I'augmentation de la concentration n’avait pas d’'impact sur I'apoptose des BMDC suggérant
ainsi que les effets observés en condition RPM seraient bien dus a la microgravité simulée et
non pas a une réduction des contacts intercellulaires.

b) Impact du stress microgravitaire sur le phénotype
d’activation/ maturation des DC
Nous nous sommes ensuite intéressés a l'impact de la RPM sur le phénotype

d’activation/maturation des DC. En effet, nous avions montré une altération de ce dernier en
réponse a un stress hypergravitaire mais de maniere indirecte via I’exposition de DC a des
sérums de souris ayant subi ce stress. Concernant la microgravité simulée par RPM, nous
avons montré que les BMDC exposées présentent un phénotype plus immature par rapport
aux BMDC contréles et que la RPM impacte les BMcDC et non pas les BMpDC. De plus, nous
avons pu voir que les BMDC étaient capables de maturer/s’activer normalement en présence
de LPS.

Nous avons ensuite souhaité étudier les effets de la microgravité simulée par RPM sur les
cDC spléniques caractérisées par un phénotype basal plus mature que les BMDC et pouvant
également étre activées au LPS. Nous avons observé que I'expression membranaire du
CMHII n’était pas altérée mais qu’il y avait diminution de I'ensemble des molécules de co-
stimulation. Ces dernieres étaient également diminuées a la surface des cDC spléniques
activées au LPS. Ainsi, la microgravité simulée par RPM engendre un phénotype plus
immature des BMcDC et des cDC spléniques dans les cellules non activées avec du LPS. Ces
résultats sont en accord avec une étude ayant montré que le phénotype des DC était affecté
par la microgravité simulée [673] et suggerent qu’il pourrait y avoir altération de I'efficacité
de réponse aux pathogenes comme cela a été montré chez la souris [674]. Cependant, seuls
les marqueurs phénotypiques HLA-DR (= CMHII) et CD80 ont été pris en compte dans ces
expériences relativement anciennes ou les auteurs ont utilisés d’autres modeéles de DC
(humaines vs murines) et de simulation de la microgravité (Rotary Cell Culture System (RCCS)
vs RPM). A noter gu’un lien entre les altérations de cytosquelette (présentées ci-dessus) et

d’expression des marqueurs d’activation/maturation pourrait exister puisqu’il a été montré
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gu’une induction chimique de la dépolymérisation du cytosquelette d’actine empéche la
maturation de BMDC [781].

A l'état activé/maturé au LPS par contre, nous observons un retour a la normale du
phénotype des BMDC alors que celui des cDC spléniques reste plus immature en RPM par
rapport aux cellules contréles. Une différence majeure entre ces deux types de DC est leur
état basal d’expression des marqueurs étudiés. En effet, les BMDC sont trés immatures
tandis que les DC spléniques expriment de maniere plus importante les marqueurs
phénotypiques étudiés. Ainsi, il se pourrait que lors de I’activation au LPS des BMDGC, il y ait
production tellement importante des marqueurs que I'effet de la RPM ne soit plus visible. En
effet, il a été montré que le LPS provoquait une synthése protéique rapide et importante
dans les DC et notamment des marqueurs d’activation/maturation étudiés ici [772]. Sachant
que le LPS est ajouté en début de RPM, il est par conséquent possible que ce dernier
engendre une augmentation des marqueurs avant que les effets de la microgravité simulée
ne puissent se mettre en place. Il se peut également que les voies de signalisation activées
par le LPS soient les mémes que celles impactées par la RPM annulant ainsi son effet.
Concernant la signalisation mise en place lors de l'activation au LPS, il serait également
possible qu’elle differe entre BMDC et cDC spléniques. En effet, il a été montré que la
microgravité impactait I'activation au LPS de monocytes passant par JNK (Jun-N-terminal
kinase) et non pas par p38 [656]. Ainsi, si les BMDC et DC spléniques différent au niveau de
leur programme de signalisation cellulaire, cela pourrait participer aux différences de
résultats obtenus lorsque ces deux types cellulaires sont activés en microgravité. Il est
également connu que de nombreuses régulations cytokiniques découlent de I'activation du
TLR4 comme par exemple une augmentation de I'lL-6 qui va entrainer la diminution de la
production d’IL-1B, du TNF-a et de I'IL-8 (CXCL8) [782]. Ainsi, si la sensibilité ou la capacité
des BMDC et des DC spléniques a secréter des cytokines varie, cela pourrait expliquer les
différences de phénotype observées au niveau membranaire. Enfin, il serait également
possible que I'expression de certaines molécules associées au transport des marqueurs
differe entre BMDC et DC spléniques ce qui pourrait expliquer les différences de réponse au
niveau de la condition RPM + LPS. En effet, des molécules telles que MARCH1, régulant le
transport des marqueurs phénotypiques et donc leur expression a la membrane [783,784],

pourraient étre différentiellement exprimées au sein des BMDC et des DC spléniques.
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Nous avons ensuite réalisé des expériences préliminaires de cytokine array sur les
surnageants des cDC spléniques exposées a la RPM et avons montré une baisse de trois
cytokines pro-inflammatoires que sont IP-10, MCP-1 et IL-6 ce qui pourrait participer a leur
phénotype plus immature. Plusieurs études ont montré un lien entre phénotype immature
des DC et diminution de leur production de cytokines pro-inflammatoires [785-787] ce qui
est en accord avec nos résultats. Concernant I'lL-6, les résultats que nous avons obtenus
peuvent étre mis en parallele d’'une étude montrant également une diminution de la
production d’IL-6 en vol par des ostéoblastes. Il faut cependant garder a I'esprit que cette
étude porte sur les variations de transcrits en vol contrairement aux protéines sécrétées
dans les surnageant en RPM dans notre cas [788]. A noter que I'lL-6 a I'état basal aurait
plutdt une action suppressive sur la fonction des DC puisque des souris //6-/- présentent des
DC exprimant trés fortement le CMHII et CD86 [184]. Une autre étude portant sur des
monocytes cultivés en condition de vol parabolique a montré que ces derniers présentent un
phénotype plus inflammatoire (contrairement aux DC en RPM dans nos études) mais que,
parallelement, ils produisent plus de cytokines anti-inflammatoires. D’apres les auteurs, cela
consisterait en une contrebalance entre phénotype et production cytokinique. Dans tous les
cas, cette étude montre un impact clair des variations de gravité (alternance microgravité et
hypergravité) a la fois sur le phénotype et la production de cytokines [789]. Elle est par
conséquent en accord avec les différents résultats que nous avons obtenus au niveau de
I’exposition a des sérums et a la microgravité.

I existe de nombreuses étapes avant d’arriver a [I'expression des marqueurs
d’activation/maturation a la membrane et la microgravité est susceptible de les impacter ou
d’altérer leurs mécanismes de régulation (e.g. accessibilité de ’ADNg et transcription [790—
792]; traduction [793,794]; transport a la membrane influencé par le cytosquelette
[655,743-747]). Nous nous sommes déja intéressés plus haut a I'impact de la RPM sur le
cytosquelette d’actine des DC. Afin d’expliquer tout ou partie des altérations d’expression
membranaire des marqueurs d’activation/maturation, nous avons par conséquent souhaité
étudier l'influence de la microgravité simulée sur leur quantité de transcrits dans les DC
spléniques et les BMDC activées ou non au LPS. Nous avons observé une diminution de la
guantité de transcrits de I'ensemble des marqueurs phénotypiques des BMDC et de
I'ensemble des molécules de co-stimulation des cDC spléniques pouvant ainsi expliquer les

variations phénotypiques observées en cytométrie en flux. En présence de LPS par contre,
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nous avons mis en évidence une absence de corrélation entre variations de transcrits et
variations d’expression des marqueurs a la surface des DC spléniques et des BMDC.
Concernant les BMDC, ces discordances de résultats pourraient provenir du fait que 30% des
cellules a partir desquelles I’ARN a été obtenu correspondent a des BMpDC (non impactées
au niveau membranaires) contrairement aux résultats FACS qui sont observés dans des
populations spécifiques. Les différences observées entre BMDC et cDC spléniques au niveau
transcriptionnel pourraient également provenir du fait que les BMDC aient été différenciées
in vitro et que, par conséquent, leur phénotype basal soit différent de celui des DC
spléniques ayant été en contact avec I'environnement cellulaire complexe de la rate. Ces
derniéres pourraient ainsi étre plus promptes a répondre a des signaux d’activation. De plus,
une diminution du taux de transcrit ne peut pas forcément étre directement liée a une
diminution de leur transcription. En effet, d’autres facteurs tels que la demi-vie des ARNm
ou encore |'accessibilité de ’ADN peuvent étre impactés comme cela a été montré a la fois
en suspension anti-orthostatique [795] ou sur des cellules cultivées en clinostat [427] dont
des cellules du Sl tels que des lymphocytes [791,792]. Il est également possible d’imaginer
gue des molécules impliquées dans la transcription ou dans sa régulation pourraient étre
impactées par la microgravité et participer a la diminution de la quantité de transcrits (e.g.
régulation promoteur, recrutement complexe polymérase, facteurs de transcription
diminués etc....). Pour conclure, de nombreux mécanismes (non étudiés jusqu’ici) pourraient
étre impactés par la RPM et expliquer a la fois les différences de résultats obtenus entre
BMDC et DC spléniques ainsi qu’entre ARNm et cytométrie en flux en condition LPS.

c) Effet du stress microgravitaire sur la fonction de
présentation antigénique des DC spléniques
Pour finir, nous avons voulu savoir si les altérations phénotypiques observées en RPM, a la

fois au niveau de I'expression des marqueurs membranaires et de la production cytokinique,
pouvaient impacter la fonction de présentation antigénique des DC spléniques. Nos résultats
ont montré que les DC spléniques cultivées en microgravité simulée semblaient tout aussi
capables de former des conjugués et des synapses immunologiques avec les LT CD4" naifs
par rapport aux DC controles. Ainsi, malgré leur phénotype plus immature, il semblerait que
les DC spléniques exposées a la RPM soient capables de réaliser la présentation antigénique.
Cependant, il est possible que la fonction de présentation de I’Ag soit tout de méme affectée

in vivo en condition microgravitaire puisque les Ag captés sont souvent sous forme protéique
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et non pas peptidique (Ova) comme dans notre étude. En effet, la présentation de I'Ag par
les DC est plus efficace si ce dernier provient d’un peptide plutdét que d’une protéine [796].
De plus, la microgravité a déja été montrée comme impactant la capacité de phagocytose
des DC [673]. Ainsi, il est possible d’imaginer que le mécanisme d’apprétement de I’Ag soit
également altéré par la RPM et que, par conséquent, la microgravité simulée perturbe tout
de méme la présentation de I'’Ag. Un défaut de présentation viendrait s’ajouter au fait
gu’une exposition prolongée des LT a la microgravité empéche leur activation par les DC
[797].

Enfin, malgré une fonction de présentation inaltérée, des différences au niveau de la
polarisation des LT CD4" par les DC soumises a la microgravité pourraient étre attendues. En
effet, nous avons montré que la RPM impacte les DC notamment au niveau du cytosquelette
ainsi que de I'expression des molécules de co-stimulation et de certaines cytokines (résultats
a confirmer). De plus, il est également probable que la microgravité impacte les voies de
signalisation permettant I'activation et le bon fonctionnement des DC, comme cela a été
montré dans de nombreux types cellulaires dont les LT [670]. La signalisation cellulaire [798]
ainsi que la production cytokinique (cf. Introduction partie 1.C.2.f.ii.) sont importantes pour
la fonction de polarisation des LT. De plus, I’état d’activation/maturation des DC peut étre
relié a I'induction de profils de LT tolérogenes [799,800]. Ainsi, ayant observé une induction
de DC immatures par la RPM, I'étude de la polarisation des LT CD4" naifs par des DC
exposées a la microgravité simulée nous semble par conséquent indispensable.

De maniére intéressante, une étude menée en condition de vol spatial a montré une
perturbation de I'induction de la tolérance vis-a-vis d’un antigene spécifique in vivo et une
augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires [676]. Cette expérience
d’immunisation en vol montre par conséquent l'inverse de ce a quoi nous pourrions nous
attendre au vu de nos résultats obtenus en condition de microgravité simulée ou les DC
présentent un phénotype plus immature. Néanmoins, il existe de nombreux autres
parameétres a prendre en compte en condition de vol réel et in vivo par rapport aux
conditions de microgravité simulée in vitro. En effet, les radiations ainsi que I'’environnement
cellulaire pourraient avoir un impact majeur sur les résultats de I'étude. Il se pourrait
également que l'immaturité des DC, observée dans notre étude, ne soit qu’un stade
transitoire susceptible d’étre suivi d’'un retour a la normale. De plus, les mécanismes

permettant aux cellules de détecter les changements de gravité n’ont pas encore été
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élucidés et il est par conséquent possible qu’elles soient plus sensibles au changement
d’environnement cellulaire d’un point de vue mécanique plutot qu’a I'absence de force
gravitaire ressentie [801] expliquant ainsi les divergences in vivo. Enfin, bien que la RPM
entraine des effets identiques a ceux observés en vol, ceux-ci semblent étre néanmoins de
moins grande amplitude. Cela est peut étre da au fait que la microgravité met plus de temps
a se mettre en place lorsqu’elle est simulée par la RPM alors qu’elle est directement
présente en vol. Les mécanismes exacts par lesquels la microgravité influence les cellules
n’étant pas encore définis [802], il se pourrait par conséquent que les effets intermédiaires
de la RPM (entre ceux des contrOles a 1g et ceux en vol) soient dus a une variation de
cinétique quant a la simulation de la microgravité. Ainsi, il était important de procéder a une
approche in vitro afin de s’intéresser a I'impact direct d’un stress précis. Toutefois, il serait
intéressant d’étudier in vivo le phénotype d’activation/maturation des DC spléniques de
souris soumises d’une part, a une hypergravité (aiglie et chronique) par centrifugation et
d’autre part, a une microgravité simulée (HU) ou réelle (vol spatial) afin de comparer les
résultats a ceux que nous avons obtenus au niveau de I'étude des sérums et en condition
RPM respectivement.

Pour conclure, nos résultats montrent un impact important de la microgravité simulée sur le
cytosquelette et la survie des DC ainsi que l'induction d’un phénotype plus immature de ces
derniéres. La microgravité constitue de ce fait un stress majeur rencontré durant les vols
spatiaux et il probable qu’elle soit également en mesure d’impacter la fonction de
polarisation des LT CD4". Si tel est le cas, la microgravité pourrait donc présenter un danger

vis-a-vis du maintien des capacités de défense du Sl face aux pathogenes en vol.
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Abstract: The complement system plays an important role in inflammation, innate and acquired
immunity, as well as homeostasis. Despite these functions, the effects of spaceflight conditions on
the complement system have not yet been intensively studied. Consequently, we investigated the
effects of five types of chronic stressors, similar to those encountered during a stay onboard the
International Space Station, on C3 expression in larvae of the urodele amphibian Pleurodeles waltl.
We focused on C3 because it is a critical component of this system. These studies were completed by
the analysis of adult mice exposed to two models of inflight stressors. Our data show that simulating
space radiation, or combining a modification of the circadian rhythm with simulated microgravity,
affects the amount of C3 proteins. These results suggest that C3 expression could be modified
under real spaceflight conditions, potentially increasing the risk of inflammation and associated
tissue damage.

Keywords: spaceflight; gravity; amphibian; immunity; inflammation

1. Introduction

Since Yuri Gagarin became the first human to leave the confines of Earth in 1961, an increasing
number of humans have traveled to space and permanently inhabited space stations (Mir and then the
International Space Station (ISS)) have been constructed. Studies performed on humans or animals
sent to these stations, or subjected to ground-based models used to simulate space conditions, have
revealed that these missions induce physiological dysregulations such as muscle atrophy, bone
demineralization, cardiovascular and metabolic dysfunctions, impaired cognitive processes, and
reduced immunological competence.

Immune system dysregulation occurs during flight and persists during 6-month orbital
spaceflight [1,2]. A recent study revealed that about 50% of the astronauts who spent six months
onboard the ISS faced immunological problems [3], thereby confirming in-flight dysregulation distinct
from the influences of landing and readaptation following deconditioning [1,3,4]. All compartments of
the immune system are affected by spaceflight. Concerning innate immunity, it was shown that
astronauts’ monocytes exhibit phenotypic and cytokine-production deregulations and a reduced
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ability to engulf E. coli, to elicit an oxidative burst, and to degranulate [5-7]. Reactive oxygen
species production by macrophages [8] as well as neutrophils phagocytosis and oxidative burst
capacities are also significantly reduced [9]. Regarding acquired immunity, several studies reported
a reduction of T-cell activation under low gravity conditions [10-12]. This phenomenon results
from changes in gene expression, cellular interactions, cytoskeleton structure, signal transduction,
and disturbed expression of cell cycle regulatory proteins (reviewed in [13,14]). As to humoral
immunity, it was shown using the urodele amphibian Pleurodeles waltl as animal model [15] that
spaceflight affects antibody production in response to an antigenic stimulation [16-18]. This was
recently confirmed in mice subjected to hindlimb unloading, a model frequently used to simulate
the effects of microgravity exposure [19]. Hypergravity and simulated microgravity also impaired
the proliferative responses of murine B-lymphocytes [20,21]. Finally, the maturation of immune cells
belonging to the myeloid [22-26], B- [27-29], and T- [30-32] lineages were shown to be reduced under
low gravity conditions.

It therefore appears that immunological changes induced by space, an adverse environment in
which human and animals face a combination of stressors (e.g., radiation, microgravity, confinement,
isolation, and disrupted circadian rhythm), must be seriously investigated and understood to be able to
preserve astronauts’ health during future deep-space exploration missions such as the deployment of
a Lunar station followed by multiple Mars flyby missions.

In this context, the effects of spaceflight conditions on the complement system, which is
key for immune surveillance and homeostasis, need to be studied. Complement constitutes a
first line of defense against microbial intruders and orchestrates immunological and inflammatory
processes [33]. Indeed, opsonization by complement fragments and pro-inflammatory signaling by
anaphylatoxins (resulting from complement activation) recruits macrophages and enables phagocytosis
and the formation of a lytic membrane attack complex on cells such as gram-negative bacteria.
Complement coordinates innate immunity in cooperation with Toll-like receptors (TLR) [34], links
innate response to both humoral and cellular adaptive immunity [35], and regulates the mobilization of
hematopoietic stem-progenitor cells from bone marrow to replenish the immune system [36]. It also
contributes to the resolution of inflammation by promoting the safe clearance of apoptotic cells
and immune complexes [37,38]. Moreover, it participates in homeostasis by promoting tissue
repair [39,40], potentiating coagulation to limit the spread of infection [41]; it is also implicated
in synaptogenesis (it eliminates weak or immature synapses) [42] and in the differentiation and
migration of neural progenitor cells [43]. Finally, it is established that any trigger that tips the delicate
balance between complement activation and regulation can induce self-attack and lead to various
immune, inflammatory, neurodegenerative, ischemic, and age-related diseases [33].

Given this functional repertoire, and a recent study having shown that hypergravity (an acute
stressor faced during takeoff and landing) increases in a g-dependent manner C3 complement
component expression [29], we investigated whether chronic stressors encountered during a space
mission could affect the expression of this molecule conserved from amphibians to mammals [44,45].
We focused on C3 because it is the most abundant complement protein and all complement activation
pathways (extracellularly through the classical, lectins, or alternative pathways or intracellularly via a
cathepsin-dependent mechanism) converge at the level of this component [46].

2. Results

Different groups of P. waltl larvae at the same developmental stage were subjected, in parallel, to
various environmental modifications similar to those encountered during a mission onboard the ISS or
some combination thereof. These stressors were recreated in the laboratory to the best of our technical
abilities and were applied for a maximum of 10 days. Experiments were performed on larvae, and
not adults, because many of them can be accommodated in small aquaria (miniaquaria—Figure 1)
conceived to allow amphibian embryo development onboard the ISS.
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Air-permeable membrane
on both large sides

Metallic frame Pleurodeles waltllarvae

Figure 1. Miniaquarium developed by EADS (European aeronautic defense and space company)-Astrium
and the German Space Agency to allow amphibian embryo development onboard the international
space station (ISS). These miniaquaria measure 80 mm in length by 40 mm in width and 20 mm in
height, and have two transparent sides that are permeable to O, and CO;. Once in the ISS, these
miniaquaria are placed in the Kubik incubator to maintain temperature at 20 °C.

2.1. Effects of Simulated Microgravity, Circadian Rhythm Modification, Confinement, Vibration, and Radiation
on P. waltl C3 Transcription

To determine how these five individual stressors affect C3 transcription, P. waltl larvae were
exposed to simulated microgravity or darkness during 10 days, confinement, vibration, or a
simulation of space radiation. The total dose of radiation mimicked the one received during a
10-day-stay in the Columbus Laboratory of the ISS [47,48], because miniaquaria were developed to
fit within the Kubik incubator located in that part of the ISS. Then, C3 transcripts were quantified
by RT-qPCR.

Our results show that the amount of C3 mRNAs is 1.5 times higher in larvae exposed to simulated
microgravity (1072 to 103 g) using a random positioning machine (RPM) (Figure 2A), 5 times higher
in larvae subjected to the ISS radiation environment (Figure 2B), 1.7 times higher in larvae subjected
to confinement (Figure 2C), and 0.5 times lower in larvae subjected to vibration (Figure 2D). The
perturbation of the circadian rhythm (darkness as miniaquaria are in the dark within the Kubik
incubator) did not affect the amount of C3 mRNAs (Figure 2E). Taken together, these results indicate
that C3 expression is impacted at the transcriptional level by numerous spaceflight-associated stressors.

2.2. Effects of Two Combinations of Stressors on P. waltl C3 Expression

Since astronauts are submitted to a combination of stressors during spaceflight, and not to single
stressors as tested above, we wondered how combinations of individual stressors would affect C3
expression. Because it is technically impossible to test all possible combinations, we focused on two
combinations of stressors that could be simulated in the laboratory: the combination of simulated
microgravity with darkness (Figure 3) and the combination of space radiation with darkness (Figure 4).
Interestingly, exposure of larvae to simulated microgravity and darkness did not affect C3 mRNA
level (Figure 3A). Thus, it appears that combining simulated microgravity with darkness annuls the
effect of microgravity on C3 mRNA expression. However, the amount of C3 proteins was decreased by
a factor of two by comparison to controls (Figure 3B,C). Exposure of larvae to simulated space radiation
and darkness led to a 3.5-fold increase of C3 mRNA level (Figure 4A) and a 1.5-fold increase of C3
proteins (Figure 4B,C) in comparison to controls. Combining darkness with space radiation did not
statistically change the amount of C3 mRNAs and proteins when compared to space radiation alone.
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Figure 2. Effects of individual stressors, similar to those encountered during a stay in the ISS, on
P. waltl complement C3 mRNA levels. Complement C3 mRNAs were quantified by RT-qPCR in larvae
subjected to (A) simulated microgravity, (B) simulated ISS radiation environment, (C) confinement,
(D) vibration, or (E) obscurity. Relative values obtained with unstressed controls were set to 1. Results
are expressed as means + SEM. “A.U.” stands for “arbitrary units”. Differences were found using
Student’s t-tests or Mann—Whitney tests. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001, NS., no statistical difference.

A
3
<
:
g
=4
-]
=
=
=
E
™
i}
Control RPM RPM +
Darkness
RPM +
B Control RPM Darkness

i I — —— gy i

actin

€3 expression (ALL)

Figure 3. Effects of the combination of simulated microgravity and darkness on P. walt! complement C3
expression. (A) C3 mRNA were quantified by RT-qPCR. (B, C) C3 proteins were quantified by western
blotting. Western blot results were visualized by chemiluminescence, analyzed by densitometry,
and normalized to c-actin. Relative values obtained with control larvae placed in a miniaquarium
positioned on the base of the random positioning machine (RPM) and subjected to normal light
conditions were set to one in (A) and (C). Results are expressed as means + SEM. “A.U.” stands
for “arbitrary units”. Differences were found using Kruskal-Wallis followed by a Dunn test (A) or
ANOVA followed by a Tukey-Kramer test (C). * p < 0.05, T indicates a tendency (statistically significant
difference with a 10% alpha risk but not with a 5% alpha risk), NS., no statistical difference.



Int. . Mol. Sci. 2019, 20, 1579 50f 16

A R .
= —
< 6.0 _|_
§ s0
[
g 40
g
o
g 3.0
e 2.0
E
o 10
e n=10 n=9
0.0 4
Control Irradiated Irradiated +
Darkness
B Irradiated +
Control Irradiated Darkness
— — _ —_— —
_ _— - — - S | C3 a-chain
S NS — S N e At
*
2.0 T
E [
< 1.5
=
=] -
a4 1.0
@
s
< 05
m
(=]
n=8 n=7
0.0 T
Control Irradiated Irradiated +

Darkness

Figure 4. Effects of the combination of radiation and darkness on P. walt] complement C3 expression.
(A) C3 mRNA were quantified by RT-qPCR. (B, C) C3 proteins were quantified by western blotting.
Western blot results were visualized by chemiluminescence, analyzed by densitometry and normalized
to x-actin. Relative values obtained with control larvae reared in a nonirratiated miniaquarium
subjected to normal light conditions were set to one in (A) and (C). Results are expressed as
means + SEM. “A.U.” stands for “arbitrary units”. Differences were found using Kruskal-Wallis
followed by a Dunn test. * p < 0.05, T indicates a tendency (statistically significant difference with a
10% alpha risk but not with a 5% alpha risk), NS., no statistical difference.

2.3. Effects of Spaceflight Stressors on Murine C3 Expression

To further investigate the effects of chronic spaceflight-associated stressors, we exposed mice
to hindlimb unloading (HU) used to simulate microgravity [49] or to the CUMS model used to
simulate socio-environmental stressors encountered during a stay in a space station [50]. CUMS
implies submitting mice to confinement, isolation, disrupted circadian rhythm, interpersonal issues,
perturbation of spatial references, lower dietary intake, and uncomfortable living conditions in a
chronic and unpredictable manner. This model replicates some spaceflight-induced immunological
changes [50]. Then, we quantified C3 mRNAs and proteins in the liver of these animals because this
tissue is the major source of complement. Our data show that HU and CUMS exposures did not affect
the expression of C3 at the mRNA and protein levels (Figures 5 and 6), indicating that simulations
of chronic socio-environmental stressors or of microgravity did not affect C3 expression. This last
observation is in agreement with the fact that RPM exposure did not modify the amount of P. walt] C3
proteins (Figure 3C).
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Figure 5. Effects of the hindlimb unloading model, used to simulate microgravity, on murine
complement C3 expression. (A) C3 mRNAs were quantified by RT-qPCR. (B, C) C3 proteins
were quantified by western blotting. Western blot results were visualized by chemiluminescence,
analyzed by densitometry, and normalized to GAPDH. Relative values obtained with control mice
reared under normal housing conditions were set to one in (A) and (C). Results are expressed as
means £+ SEM. “A.U.” stands for “arbitrary units”. No differences were found using student’s t-tests.
NS., no statistical difference.
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Figure 6. Effects of the CUMS (Chroni Unpredictable Mild psychosocial and environmental Stressors)
model, used to simulate socio-environmental stressors encountered during a stay in a space station,
on murine complement C3 expression. (A) C3 mRNAs were quantified by RT-qPCR. (B, C) C3 proteins
were quantified by western blotting. Western blot results were visualized by chemiluminescence,
analyzed by densitometry, and normalized to GAPDH. Relative values obtained with control mice
reared under normal housing conditions were set to one in (A) and (C). Results are expressed as
means £+ SEM. “A.U.” stands for “arbitrary units”. No differences were found using student’s {-tests.
NS., no statistical difference.
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3. Discussion

During spaceflight, humans and animals are subjected to various environmental modifications. In
this study, P. waltl larvae were exposed to chronic stressors similar to those encountered during a stay in
the ISS (microgravity, perturbed circadian rhythm, radiation, confinement, and vibration) to determine
how these individual stressors, but also two combinations of them, affect the expression of a critical
component of the complement system. P. waltl larvae were used as model organisms because (i) they
fulfills many technical requirements associated with spaceflight experimentation; (ii) a hardware has
been developed to allow amphibian development onboard the ISS; (iii) this model was shown to be
useful for improving our understanding of the immunosuppressive effects of spaceflight [15] and (iv)
the cardinal elements of its immune system are conserved [51-53], including C3. These studies were
completed by the analysis of mice exposed to two models of inflight stressors.

We noted that, in complement of a previous study having shown that hypergravity exposure
increases murine C3 protein expression [29], simulating space radiation or combining simulated
microgravity with darkness affects the amount of P. waltl C3 proteins, thereby suggesting that
C3 expression could be modified under real spaceflight conditions. Indeed, it is known that the
complement system is sensitive to disturbances of homeostasis or assault [54]. Furthermore, as reported
here, previous studies showed (i) that radiotherapy upregulates human and murine C3 at mRNA
and protein levels [55], (ii) that head-down tilt bed, used to simulate weightlessness, does not change
human plasma complement factor C3 concentration [56], and (iii) that sleep deprivation does not affect
circadian fluctuation of human C3 and C4 plasma concentrations [57].

Changes of C3 mRNA and protein levels could be mounted by P. waltl larvae to neutralize
harmful free radicals induced by stressors. Indeed, previous studies have shown that spaceflight can
cause oxidative damage and the generation of reactive oxygen species (ROS) in humans, rodents, and
amphibians [58-61], and that complement plays an important role in the inflammatory process after
oxidative stress [62]. Furthermore, there is evidence that ROS activate the complement system and
that C3 provides protection against oxidative stress [62—-64]. These data might explain why Baqai and
colleagues noted that exposure to the spaceflight environment increases murine anti-inflammatory
mechanisms [65]. Another possibility is that danger signals, such as heat shock proteins (a hallmark
of stressed cells and organisms is the increased synthesis of HSPs), whose expression is affected by
spaceflight [66], regulate C3 expression, as shown, for example, in photodynamic therapy-treated
tumors [67]. This hypothesis is supported by the presence of heat shock binding sites in human, mouse,
and rat C3 promotors [45]. Given the conservation of C3 across vertebrates, it is very likely that the
promotor of the P. waltl C3 gene also contains such binding sites.

Changes in C3 expression could be involved in numerous spaceflight-associated physiological
changes because, besides its obvious involvement in eliminating microbes, complement participates
in such diverse processes as synapse maturation, clearance of immune complexes, angiogenesis,
mobilization of hematopoietic stem-progenitor cells, tissue regeneration, and lipid metabolism [33].
Furthermore, this system is required at early stage of animal development, for example, at P. walt] [45]
and X. laevis [68] neurulation stages but also for the proper migration of neural crest cells during early
vertebrate development [69].

In the future, it will be interesting to quantify complement activation products, because numerous
factors can induce the production of these molecules. Indeed, in addition to pathway-dependent
activations, coagulation factors such as thrombin, plasmin, FXa (factor Xa), and FXIa (factor Xla)
have been shown to induce the cleavage of C3 and C5 proteins promoting the generation of C3a and
C5a fragments [70]. Furthermore, radiation upregulate C3a and C5a production [55] and modified
membranes of late apoptotic and necrotic cells are potent activators of complement [33]. Thus, changes
in coagulation cascade protein expression noted during and after spaceflight [29,71,72], space radiation,
and apoptosis, which is frequently increased in microgravity [73-76], could increase the production of
C3a and Cba. Since these molecules have pro-inflammatory properties and increase the expression of
MHC (major histocompatibility complex) class II and costimulatory molecules on antigen presenting
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cells such as dendritic cells, they could influence T cell activation and polarization towards a tolerogenic
or inflammatory profile [77,78]. In support of this hypothesis, a recent in vivo study in which OT-II cells
(CD4* T cells expressing a transgenic TCR specifically recognizing chicken ovalbumin) were transferred
into mice, which were stimulated with ovalbumin inflight, showed an alteration of tolerance [79] and
an increase of pro-inflammatory cytokines produced by murine splenocytes. This last observation
could be mediated via extracellular signal-regulated kinase (ERK) and phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) pathways [80] that are sensitive to microgravity [81-83]. Finally, as C3a and C5a anaphylatoxins
are powerful chemoattractants for neutrophils, monocytes, and macrophages, the modification of their
production could help explain changes in leukocyte distribution noted after space missions [13,14].

In conclusion, the analysis of P. waltl larvae submitted to recreated-in-the-lab 1SS-associated
stressors show that some of them affect C3 expression, potentially increasing the risk of inflammation
and associated tissue damages that could affect various organs and physiological systems during
future deep-space missions. Future investigations performed on mammals embarked in a space
station will be required to confirm this study and to determine if spaceflight affects the production
of complement activation products that have numerous essential biological functions. Given the
sensitivity of the complement system to a vast array of stimuli, strategies to mitigate the potential
increase of complement activation products will likely need to target several factors including the
control of microbial load inside the spacecraft and strategies to moderate stress responses such as
B-blockers as suggested by Crucian and colleagues [84].

4. Materials and Methods

4.1. Animals

P. waltl embryos at stage 19-20 (3 days after laying) and larvae at stage 34 (11 days after laying) or
36 (13 days after laying) of development, as defined by Shi and Boucaut [85], were used in this study
and reared in Evian spring water to avoid potential contamination/infection during treatments.

Three-month-old C57BL/6] male mice were purchased from Janvier Laboratories
(Le Genest-Saint-Isle, France). Mice were housed in vented animal cabinets (Noroit, Bouaye,
France) under controlled temperature (22 °C) and 12 h light/dark cycles. Prior to the start of the
experiments, mice were allowed to rest for one week in groups of four in standard cages.

Animals were treated in accordance with the French Legislation and the Council Directive of
the European Communities on the Protection of Animals Used for Experimental and Other Scientific
Purposes (2010/63/UE). Local ethic committee approved the protocols (“Comité Ethique Lorrain en
Matiere d’Expérimentation Animale”, authorizations 04112004, and 20120008).

4.2. Simulation of Microgravity Using the RPM

Stage 19-20 embryos were placed in a miniaquarium (Figure 1) developed by EADS-Astrium
and the German Space Agency to allow amphibian embryo development onboard the ISS. This
miniaquarium was mounted on a desktop random positioning machine (RPM) (Dutch Space, Leiden,
Netherlands) placed at 20 + 2 °C. RPM is a 3D-clinostat classically used to simulate microgravity.
Herranz et al. [86] indicated that RPM might be used with very early larval stages (before they can
swim freely). This is the case here because, due to its slow development, P. waltl hatching occurs
13 days after laying [85], just at the end of RPM exposure. Random speed, direction, and interval,
with an angular velocity of rotation between 55 and 65 degrees per second, were applied on the
RPM for 10 days. The continuous three-dimensional movement of the samples provided by the RPM
randomized the direction of the gravity force, resulting in an average net force approaching zero,
therefore simulating microgravity. As negative control, another miniaquarium was placed on the base
of the RPM.



Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 1579 9of 16

4.3. Circadian Rhythm Perturbation

Because miniaquaria are kept in the dark in the ISS (they are stored inside the Kubik incubator
(Comat Aerospace, Toulouse, France) located inside the Columbus Laboratory), we investigated the
effects of continuous darkness. For that purpose, a miniaquarium containing embryos at stage 19-20 of
development was kept in the dark 24h/24h during 10 days at 20 °C. A miniaquarium containing
embryos at the same developmental stage was subjected for the same duration to natural light/dark
cycles for comparison.

4.4. Simulation of Space Radiation

The ISS radiation environment was simulated using '¥’Cs y (low-linear energy transfer (LET))
and 2°2Cf neutron (high-LET particles) sources. '3’Cs is a mono-energetic source of 0.662 MeV y
rays (LET up to 10 keV pm~!). The neutron source 2°2Cf is expelling a neutron spectrum with an
average energy of 2.1 MeV (LET up to 250 keV um™1!) [87]. Stage 34 P. waltl larvae were housed
in a miniaquarium and exposed to ionizing radiation under rotation at 2 r.p.m for 65 h within the
calibration room facility of SCKeCEN, as previously described [27]. The total dose received during
65 h (30 uSv/h totaling 1.950 mSv, energy of 660 keV of y rays and 31.2 p Sv/h totaling 2.028mSyv,
mean energy of 2.1 MeV of neutrons) imitated the one received during a stay of 10 days in the ISS as
determined by Berger et al. [47,48]. One control miniaquarium was kept outside the irradiation bunker
at 20 °C for the same duration.

4.5. Confinement

P. waltl larvae at stage 36 of development were placed in 0.5 mL Eppendorf tubes (one larvae/tube)
in 400 uL of water at 20 °C during 7 h to induce confinement. Note that the volume of water could not
be lowered and the duration of this experiment could not be extended due to oxygen consumption.
Larvae reared under classical conditions were used as controls.

4.6. Vibration

To evaluate the impact of vibration, P. walt! larvae at stage 36 of development were placed in a
Falcon tube containing 50 mL of water at 20 °C and subjected to vibration at 15 Hz for 5 h. Another
group of P. waltl larvae at the same developmental stage was placed in a Falcon tube and kept at 20 °C
on the bench for comparison.

4.7. Combinations of Stressors

During a stay in the ISS, animals are simultaneously subjected to the stressors presented above.
However, in a laboratory, it is technically impossible to combine all these stressors. Consequently,
we focused on two combinations of stressors: (i) the combination of simulated microgravity with
darkness and (ii) the combination of simulated radiation with darkness. In the first case, a
miniaquarium containing P. waltl embryos at stage 19-20 of development was kept in the dark and
subjected to simulated microgravity (RPM) during 10 days at 20 °C. Control embryos were placed in a
miniaquarium located on the base of the RPM and subjected to normal light conditions. In the second
case, a miniaquarium containing P. walt! embryos at stage 19-20 of development was kept in the dark
during 10 days at 20 °C and subjected to simulated space radiation during the last 65 h. Embryos of
the same developmental stage placed in a miniaquarium and reared under standard conditions were
used as controls.

4.8. Simulation of Microgravity using the Hindlimb Unloading Model

Mice were isolated five days before the beginning of the procedure in standard or hindlimb
unloading (HU) cages (312 mm in length, 197 mm in width, and 260 mm in height). Mice were
suspended by using a dressing retention sheet wrapped around the tail and a wire hooked on a swivel
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pulley system as previously described [20,28]. During suspension, mice were provided with food and
water ad libitum. Unsuspended control mice were kept individually in same size cages.

4.9. Simulation of Socio-Environmental Stressors Encountered During a Space Mission Using the CUMS Model

Mice were isolated and subjected to six mild environmental or psychosocial stressors: 30° cage
tilt for 1 h, 2 h, or 15 h; confinement in a small cage (110 x 80 x 80 mm) for 1 h or 2 h; paired housing
for 2 h; one 15 h overnight period with difficult access to food without a reduction in the daily food
ration; one 15 h overnight period with permanent light; and one 15 h overnight period in a soiled cage
(50 mL of water in 1000 mL of bedding) as previously described [50,88]. Control mice were housed by
five in standard cages placed in another room of the animal facility.

4.10. RT-gPCR

At the end of treatments, P. waltl larvae and mice liver were homogenized in TRIzol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for RNA extraction according to the instructions of the manufacturer.
RNA was reverse transcribed using random primers, RNAout, and MML-V (Moloney murine leukemia
virus) reverse transcriptase (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). qPCR were then performed. Primers
specific for P. waltl and murine C3 as well as housekeeping transcripts (Table 1) were designed using the
Genscript software (http://genscript.com/ssl-bin/app/primer) in different exons to ensure that they
could not hybridize to potential traces of genomic DNA. The specificity of each primer pair was checked
with BLAST (basic local alignment search tool, NCBI, Bethesda, MD, USA). The Mesa Green qPCR
Master Mix (Eurogentec, Seraing, Belgium) and a Mastercycler® realplex? real-time PCR machine
(Eppendorf, Hamburg, Germany) were used to performed real-time PCR. We used the following
cycling protocol: 3 min at 95 °C, 40 cycles of 15 s at 94 °C, and 30 s at the annealing temperature
indicated in Table 1. Amplification efficiencies were controlled with standard curves and validated in
the range of 90%-110%. Each qPCR was performed in triplicate. Data were analyzed using the Pfaffl
model [89]. Relative expressions, expressed in arbitrary units (A.U.), were calculated by comparison to
housekeeping transcripts using GeNorm software and Vandesompele’s methodology [90].

Table 1. Primers used in this study. F, forward. R, reverse.

Target Sequences Annealing Temperature (°C)

.5/ >y
P waltl C3 F: 5'-TGGTGACAATGACACTGCCT-3 0

R: 5'-CATCCACCCAGATGGAGTCT-3'

.5/ 3/
Murine C3 F: 5-AGAGGCAAGTGCTGACCAGT-3 2

R: 5'-ACTGGCTGGAATCTTGATGG-3

. F: 5-TGGTCGTGACCTGACTGATT-3’
P. waltl actin 60

R: 5-TCACGGACAATCTCACGTTC-3'

N~ -3/
P walt] TAFII F: 5-TTCACGAGCTGTCTGTGGAG-3 60

R: 5’-CCTGGGAAGCATTTGGTAGA-3'

.5l _al
P walt] mRNAT6S F: 5'-CGTGCAGAAGCGGAGATAA-3 60

R: 5'-TGTCGGGCTGTTGTAGGG-3

.5/ 3/
P waltl GAPDH F: 5-GAAGGTAGTAAGCAACGCCTCCT-3 65

R: 5'-CACAGCATGTACAGTGGTCATCA-3'
.5/ _3/
Murine Ppia F: 5-GTCTCCTTCGAGCTGTTTGC-3 58
R: 5-GCGTGTAAAGTCACCACCCT-3’

.5l -3/
Murine Eef2 F: 5-GTGGTGGACTGTGTGTCTGG-3 58

R: 5-CGCTGGAAGGTCTGGTAGAG-3’
.5l _3/

Murine Rpl13 F: 5-GGAAGCGGATGAATACCAAC-3 61
R: 5'-CTTGTCATAGGGTGGAGCGA-3'

.5l Y
Murine Fif3f F: 5-CATCAAGGCCTATGTCAGCA-3 61

R: 5-AGGTCAACTCCAATGCGTTC-3'
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4.11. Western Blotting

Proteins were prepared by lysing P. waltl larvae in lysis buffer containing 50 mM HEPES pH 7 4,
150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 10% glycerol, 50 mM NaF, and 1 mM
NazVOy or 20-25 mg of mice liver in lysis buffer containing 15 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl,
1 mM EDTA, and 1% Triton X-100. Both buffers were supplemented with proteases inhibitor. Forty
ug of proteins from P. waltl larvae and 30 ug of proteins from mice liver were heated at 95 °C for
5 min, run on 8% SDS-polyacrylamide gels, and electrotransferred to PVDEF (polyvinylidene difluoride)
membranes (Amersham, Buckinghamshire, UK). Membranes were incubated with antibodies detecting
human and murine complement C3 alpha chain (GTX101316, Tebubio, Le Perray-en-Yvelines, France).
As analysis revealed several bands, the specific one was identified based on its molecular weight
and quantified. Then, membranes were stripped (stripping buffer from Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) and incubated with an antibody against x-actin for P. waltl samples or
an antibody against GAPDH for murine samples. Inmunodetection was performed using the Pierce
ECL western blotting substrate (Thermo Fisher Scientific, Illkrich, France). Signals were visualized
by chemiluminescence (FX7, Vilbert-Lourmat, Marne la Vallée, France), analyzed by densitometry
(Image]®, NIH, USA), and normalized to a-actin or GAPDH used as housekeeping proteins.

4.12. Statistics

Statistical analyses were performed using the StatView software (SAS Campus Drive Cary, NC,
USA) and the Anastats website (http:/ /www.anastats.fr/outils.php). Outlier values were determined
by a boxplot of each studied group. When normality and homogeneity of variances were ascertained,
as determined by Kolmogorov-Smirnov and Fisher tests, respectively, student’s t-tests were used
to perform two groups’ comparisons. When data were not normally distributed or if there was
a heterogeneity of variances, Mann—Whitney tests were used. For three groups’ comparisons,
homogeneity of variances was checked using the Levene test. If there was a heterogeneity of variances,
Kruskal-Wallis tests were performed followed by a Dunn test for two by two comparisons. In the
other cases, ANOVA tests were done followed by a Tukey—Kramer test. Stars indicate statistically
significant differences. T indicates trends determined using a 10% alpha risk. All results are shown as
means + SEM.
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Abbreviations

AU. Arbitrary unit

BLAST Basic local alignment search tool

EADS European aeronautic defense and space company
ERK Extracellular signal-regulated kinase

FXa Factor Xa

FXla Factor XlIa

HU Hindlimb unloading

ISS International space station
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MHC Major histocompatibility complex
MML-V Moloney murine leukemia virus

PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase

PVDF Polyvinylidene difluoride

RT-gPCR Reverse transcription-quantitative PCR
RPM Random positioning machine

ROS Reactive oxygen species

TLR Toll-like receptors
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ANNEXE 2 : Modifications de la gravité et développement des cellules
immunitaires

Les vols spatiaux consistent en une combinaison de stress mécaniques et socio-
environnementaux capables d’affaiblir le systeme immunitaire (SI) [686]. Cette baisse de
I'efficacité du Sl, combinée a la diminution de celle de certains antibiotiques [631] et a
I’'augmentation de la virulence de certains pathogénes [627,803] en condition de vol,
pourrait augmenter la susceptibilité des astronautes aux infections. Ceci représente un
danger majeur pour les missions spatiales de longue durée. Cependant, I'impact des vols
spatiaux et des changements gravitaires sur I'immunité humorale et le développement des
cellules immunitaires sont peu connus.

Les résultats obtenus par notre équipe ont mis en évidence des changements qualitatifs et
guantitatifs dans la production d’anticorps (Ac) par P. waltl en réponse a une stimulation
antigénique en vol. Des changements d’expression de genes impliqués dans la formation
d’Ac fonctionnels ainsi qu’une diminution des mutations somatiques indispensables a la
formation d’un site de fixation a I’Ag de haute affinité ont notamment été montrés [567]. De
plus, une variation significative du taux de transcrits des chaines lourdes d’IgM (due aux
variations de gravité) ainsi qu’une altération de l‘expression d’lkaros, un facteur de
transcription indispensable au développement des LB, ont été montrées chez des larves de
P. waltl s’étant développées a bord de I'lSS [568] suggérant que la lymphopoiése B pourrait
étre affectée en vol. Cette hypothéese a été vérifiée chez la souris en utilisant un modele de
suspension anti-orthostatique induisant une diminution de nombreux stades de
développement des LB [570].

Notre équipe s’est également intéressée aux effets de I'"hypergravité sur la lymphopoiése T,
déja connue pour étre sensible a la microgravité. Des souris gestantes ont été placées a 2g et
85% de différence des chaines B du TCR ainsi qu’une altération de la fréquence des
segments VP et JB utilisés pour leur formation ont été observées [569].

Ainsi, nous avons mis en évidence une réduction de la lymphopoiese B en condition de
microgravité réelle et simulée ainsi qu’'une modification importante du répertoire du TCR
des lymphocytes T lorsque les souris se sont développées en hypergravité. En conclusion, en
plus de perturber la fonction de cellules immunitaires matures, les vols spatiaux et les
variations de gravité affectent également les lymphopoiéses T et B ce qui contribue

certainement a I’affaiblissement du SI.
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Gravity changes and immune cell development

’ While the effects of spaceflight on innate immunity and cell mediation are starting to be better understood, its
impacts on humoral immunity and immune cell development are much less well known. We therefore studied
these impacts on the amphibian Pleurodeles waltl and the mouse. We highlighted qualitative and quantitative
changes in the production of antibodies in response to antigen stimulation in flight, a reduction in B lymphopoiesis
in real and simulated microgravity conditions, and a significant change in the repertoire of antigen receptors of T

lymphocytes when mice develop in hypergravity.

Spaceflight entails a combination of mechanical and
socio-environmental stresses (accelerations on liftoff
and landing, microgravity, vibrations, confinement, social
isolation, radiation and altered circadian rhythms) that
weaken the immune system in humans and animals [1].

These effects induce a reduction in phagocytary and oxi-
dative function in neutrophils and monocytes, in produc-
tion of Th1 cytokines, and in activity of natural killer (NK)
cells and T lymphocytes. Moreover, the distribution of
certain leucocytes also appears to be affected. This weak-
ening of immunity — combined with reduced activity of
certain antibiotics and increased aggressiveness of path-
ogens in space conditions — may increase susceptibility
to infection, a key concern for future long-duration space
missions (Fig. 2).

With regard to humoral immunity, we showed that space-
flight has a qualitative and quantitative effect on the pro-
duction of antibodies in response to antigen stimulation.
Significant changes in the expression of the gene seg-
ments required to build a functional antibody gene were
observed. Moreover, we noted two times fewer somatic
mutations in the antibodies of animals immunized in
flight; such mutations are important, as they increase
the affinity of the antibody’s antigen-binding site to the
antigen.

Interestingly, it has been shown that spaceflight reduces
granulocyte and monocyte progenitor cells in rodents that
have flown and been subjected to anti-orthostatic suspen-
sion. More recently, Ortega et al. [2] have shown changes
in maturation of granulocyte cells in mice after space-
flight. It would appear that T lymphopoiesis is sensitive to
microgravity, but nothing is known about B lymphopoiesis.
We therefore studied this question using two models: the

amphibian P. waltl, well suited to space experiments and
possessing all the key elements of the mammal immune
system, and the mouse.

Imphopojesis

To ascertain if a change in gravity affects specific immu-
nity, we left embryos of P. waltl to develop for 10 days
on the International Space Station (ISS). The study of the
larvae thus obtained after they returned to Earth revealed
a significant change in the amount of MRNA in IgM heavy
chains. To establish the cause, we reproduced in the lab-
oratory the main stresses to which the embryos were
subjected during their development (radiation, altered
circadian rhythms, hypergravity, microgravity, thermal
shock during atmospheric re-entry). This study showed
that it is the perturbing effects of gravity, and not the
other stresses encountered during the mission, that alter
the expression of mRNA in IgM heavy chains. A perturba-
tion of the Ikaros expression encoding the transcription
factors required for lymphopoiesis is associated with this
change in the expression of IgMs, which suggests that B
lymphopoiesis could be affected in space conditions [3].

We then verified this hypathesis on mice aged four months
suspended for 21 days with their hind limbs unloaded. It
was shown that this model induces gradual changes in
bone structure similar to those observed in older mice
(Fig. 1A), as well as a reduction in B lymphopoiesis. We
recorded fewer common lymphoid progenitors (CLPs) and
pro-B, pre-B and immature B cells in the femoral bone
marrow of suspended mice and older mice with respect
to the four-month-old control group (Fig. 1B). Interleukin-7
plays animportant role in differentiation of B lymphocytes.
We therefore studied its receptor signaling and recorded a
significant decrease in pro-B cells of suspended and older
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Fig. 1: Effects of simulated microgravity by anti-orthostatic
suspension (HU) on murine bone structure and B lymphopoiesis23.
(A) Segmented cross-sectional images of the proximal tibia (top)
and 3D reconstruction of metaphyseal trabecular bone separated
from the cortex (bottom) for four-month-old control (YOUNG),
21-day-HU (HU) and 19-month-old (OLD) mice. (B) Frequencies of
early hematopoietic progenitors and B lineage cells in the femurs of
young, HU and old mice. © J. P. Frippiat University Nancy (France).

Fig. 2: Spaceflight-associated environmental modifications weaken
the immune system but have a positive impact on the virulence,
resistance and proliferation of pathogens. This imbalance may
increase susceptibility to infections. ® J. P. Frippiat University Nancy
(France).

mice. This study confirms the decrease in B lymphopoie-
sis in flight and shows that hind limb unloading induces
changes similar to those observed in older mice [4].

As previous studies suggest that T lymphopoiesis could
be sensitive to microgravity, we got mice to mate at 29 so
that gestation and birth took place in hypergravity. Anal-
ysis of the thymus of mice subjected to 2g revealed an
alteration in signaling by the T cell antigen receptor (TCR).
We then studied the TCR’s B-chain repertoire. Our work
revealed that hypergravity induces changes in the frequen-
cies of VB and JB gene segments used to build these chains.
The basic result is that approximately 85% of the TCR’s
B-chains in the mice subjected to 2g are different to those
in control mice born at 1g. Lastly, the VP gene segments
whose expressions are modified in the thymus of the 2g
mice would appear to be clustered in the TCRpB Blocus on
chromosome 6. This suggests local changes in the chro-
matin structure, This hypothesis matches a study that has
shown that simulated microgravity induces epigenetic
changes in human lymphocytes [5]. All of these data show
that development in hypergravity modifies T lymphopoie-
sis and the repertoire of T lymphocyte antigen receptors,
which could affect the host’s immune defenses [6].

It therefore appears that as well as affecting the functions
of mature immune cells, space conditions and variations
in gravity affect B and T lymphopaiesis, which certainly
contributes to a weakening of the immune system in
spaceflight.

Environmental changes associated with
spaceflight (microgravity, etc.)

1Virulence, resistance
| & proliferation |

1 L Immunity I

Fig.2
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ANNEXE 3 : Modifications du systeme immunitaire associées aux vols
spatiaux

Au cours des vols spatiaux, l'organisme est sujet a une combinaison de stress unique
affectant la grande majorité des processus physiologiques et notamment le systeme
immunitaire. En effet, pres de 50% des astronautes ayant effectué des missions de 6 mois a
bord de I'lISS ont rencontré des problemes d’ordre immunologique [573]. Dans ce chapitre,
nous nous sommes intéressés aux effets des vols spatiaux et des changements gravitaires
sur le développement et/ou la fonction des cellules de I'immunité innée et adaptative.

Les lymphopoieses B [568,570,695] et T [696] sont affectées par la microgravité et les vols
spatiaux. Les hormones de stress telles que les glucocorticoides sont susceptibles d’entrainer
ce type d’altération et pourraient par conséquent y participer [804-806]. De plus, la
prolifération des LB et LT est réduite chez des souris exposées a des changements gravitaires
[618,663]. De nombreuses études concernant les LT ont montré une réduction de leur
activité en condition de microgravité réelle et simulée due a la modification de I'expression
de genes essentiels a leur fonction et impliqués dans de nombreux mécanismes (e.g.
production de I'lL-2 et de son récepteur [666], transduction du signal [670,753,807] et
régulation du cycle cellulaire [808]. Concernant les LB et la réponse humorale, les stress
rencontrés lors de vols spatiaux affectent quantitativement et qualitativement la production
d’Ac en réponse a une stimulation antigénique. Les vols spatiaux diminuent également les
capacités phagocytaires des neutrophiles [652,653] et des monocytes [682,683]. Concernant
les cellules présentatrices de I’Ag, seule une étude a montré que la microgravité réduisait
leur capacité phagocytaire ainsi que l'expression membranaire de molécules de co-
stimulation et d’adhésion impliquées dans la présentation des peptides antigéniques [673].
De maniere intéressante, certains changements d’ordre immunologique observés chez les
astronautes peuvent également étre retrouvés au cours du vieillissement comme par
exemple la régression du thymus, I'augmentation de la susceptibilité aux infections, les
altérations fonctionnelles et développementales de cellules du SI, la réactivation de virus
latents [809,810] et les altérations de production d’Ac. Ainsi, la libération d’hormones de
stress ainsi que les variations de gravité ayant lieu au cours des vols spatiaux semblent

entrainer un affaiblissement et un vieillissement précoce du SI.
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Abstract

Spaceflight is an adverse environment characterized by a unique combination of
stressors affecting almost all physiological systems, including the immune system.
Indeed, several studies have shown that about 50% of the astronauts have faced
immunological troubles. Here, we will review how spaceflight affects immune cell
development, innate as well as adaptive immunity, required to ensure an efficient
protection of the host, with a particular focus on T- and B-cells. Indeed, to better
appreciate the risks associated to future long-duration space missions and to
develop pharmacologic or nutritional countermeasures allowing immune system
protection, it is mandatory to fully understand how these cell types are affected by
space conditions. Finally, we will compare immune changes observed in astronauts
with those encountered in the elderly, thereby illustrating the societal interest of
space research.

Keywords: space exploration, immunity, lymphocytes, stress, aging

1. Introduction

Since Yuri Gagarin became the first human to leave the Earth's confines in 1961,
more and more humans have travelled into space and manned space stations have
been built. During spaceflights, the organism is subjected to a variety of chronic and
acute stressors. The first category comprises factors such as microgravity,
confinement, isolation, radiation and disturbed circadian rhythm. The second
category covers periods of intense activity, such as spacewalks, but also
hypergravity exposure during take-off and landing. While acute stressors have been
described as beneficial to the host as they can mobilize individual's defense
capacities, several studies have shown that chronic stress have deleterious effects,
as it contributes to the weakening of the immune system and the development of
pathologies such as inflammatory disease, infections, and cancers [1-5]. In that
context, it is interesting to note that 15 of the 29 astronauts involved in the Apollo
missions developed bacterial or viral infections during, immediately after, or within
a week of landing [6]. In addition, the very first epidemiological study based on
medical data collected from 46 astronauts who spent 6 months on the ISS showed
that 46% of them exhibited significant immunological problems [7]. Among notable
events, 40% were classified as rashes/hypersensitivities and 27% as infectious
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diseases. Taken together, these data show that spaceflight-associated stressors
affect, on average, the immune system of one out of two astronauts. Furthermore,
these data demonstrate that immune system dysregulation occurs not only after
landing but also during the flight [7].

In parallel of this immunological weakening, it is important to keep in mind that
changes in microbial growth and pathogenicity have been observed [8, 9].
Depending on the bacteria studied, increased or decreased virulence [10, 11],
altered sensitivity to antibiotics [12, 13] and/or increased biofilm formation [11, 13,
14] have been described as a result of the modulation of gene expression [9-11, 15,
16]. Moreover, there is some evidence to suggest that antibiotics may be less
effective in space [12, 17, 18].

These microbial changes, combined with dysregulation of the immune system,
certainly contribute to explain the increased susceptibility to infections observed in
astronauts [19] (Figure 1). It is also noteworthy to keep in mind that, as the
duration of space missions will increase, the potential for infectious diseases to arise
during flight may become a critical issue because the probability of cross-
contamination between crewmembers will increase. Additionally, microbial
mutation rates may increase. Solar and cosmic radiation met during space missions,
with a cumulative dose obviously increasing with mission duration, could contribute
to the appearance of mutations potentially associated to resistance or diseases
during such long and stressful endeavor as interplanetary missions.

Stressors encountered during spaceflight:
- Higher G force during launch & landing

- Microgravity

- Circadian rhythm misalignment

- Confinement

- Radiation

Sleep deprivation

Reduced immune performance:
- Latent virus reactivation
» - Lower responses of T cells

- Lower responses of NK cells
- Modification of some cytokines
- Increase of stress hormones

:0 ?‘IASA/, 1969

glt: Microbial changes in space:
N 4 - Virulence
Y { - Altered sensitivity to antibiotics
- Biofilm formation

N - Antibiotics may be less effective

Figure 1.

Environmental changes associated with spaceflight (stressors) such as gravity
change, the perturbation of the circadian rhythm (every day the residents of the ISS
witness 16 sunrises and 16 sunsets), confinement, increased radiation, sleep
deprivation and nutritional factors weaken the immune system of about 50 % of the
astronauts. Most frequent immune changes consist in viral reactivations and lower
responses of T and NK (natural killer) cells. These changes could be due to changes in
cytokine expression and increased levels of stress hormones. In parallel, spaceflight
environment might increase the virulence, resistance and proliferation of some
pathogens.
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Thus, caution should be paid to precisely understand how the immune system
adapts, is modified/hampered, by unique environmental changes encountered
during spaceflight. This knowledge is mandatory to allow the development of
efficient biomedical strategies to preserve astronauts’ heath during prolonged deep
space exploration missions. In this chapter, we will review how spatial conditions
affect the maturation of immune cells as well as the functions of mature immune
cells required for the effective protection of the individual.

2. Effects on the maturation of immune cells

Cells that make up our immune system derive from hematopoietic stem cells
(HSC). These HSC will give rise to common myeloid progenitors (CMP) and common
lymphoid progenitors (CLP). After several differentiation steps, CMPs will give raise
to myeloid cells (granulocytes, monocytes, macrophages and dendritic cells) and
CLPs to lymphoid cells (B and T lymphocytes and natural killer (NK) cells). All of
these cells are involved in natural and/or specific immunity.

A number of studies have analyzed the impact of spaceflight on the development
of cells belonging to the myeloid lineage (or myelopoiesis). A decrease in the
number of granulocyte and monocyte progenitors in rodents that have been in
space or subjected to anti-orthostatic suspension (a model commonly used in the
laboratory to reproduce many of the physiological changes observed in flight) has
been demonstrated [20, 21]. The culture of human CD34* progenitors in flight has
confirmed the inhibitory effect of microgravity on erythropoiesis (red blood cell
production) [22]. Other studies have shown that the stressors encountered during
spaceflight impact lymphocyte development (or lymphopoiesis). Diverse animal
models have been used to address this question, such as mouse or the Iberian
ribbed newt (Pleurodeles waltl, a urodele amphibian). The latter lends itself well to
the constraints associated with space experiments and has all the cardinal elements
of the mammalian immune system [23]. It has notably been observed that P. waltl
larvae developed on board the ISS exhibit changes in the expression of IgM heavy
chain transcripts as well as a disruption in the expression of the Ikaros gene
encoding transcription factors required for lymphopoiesis, suggesting that the latter
could be weakened under spatial conditions [24]. This hypothesis was then
confirmed in mice subjected to 21 days of anti-orthostatic suspension, which
corresponds to a long-term mission at the human scale. It has been shown that this
model induces a decrease in the number of CLPs and cells at the pro-B, pre-B,
immature B and mature B stages in the femoral bone marrow of suspended mice
compared to control mice [25]. Furthermore, various causes of this weakening have
been identified, such as a decrease in signal transduction by the interleukin-7
receptor and a decrease in the expression of transcription factors essential for B cell
development within the bone marrow. It has also been noted that this decrease in B
lymphopoiesis is coupled with the remodeling of bone tissue induced by the
suspension, thereby reminding that all physiological systems interact within an
organism and that these interactions have to be taken into account when analyzing
the impact of stressors such as modelled microgravity. Finally, this sensitivity of
hematopoiesis and the link with bone remodeling, was confirmed in mice embarked
on board the BION-M1 satellite for 30 days [26]. A decrease by a factor of two in the
number of B lymphocytes present in the bone marrow and a statistically significant
decrease in the expression of factors required for the development of immune and
bone cells were observed 7 days after returning to Earth but not on landing (Figure
2). This time delay can be explained by the fact that bone loss worsens after landing
[27].
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Mice in BION-M1 habitat before launch
C57BL/6 male mice
30 d spaceflight
1.7 L cylindrical module habitat
3 mice per habitat
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Figure 2.

Analysis of femur from mice flown for 1 month on board the BION-M1 biosatellite
revealed a decrease in the expression of 10 out of 11 proteins involved in immune cell
and skeletal development, a decrease of the expression of 17 other inmune-related
proteins, and a 50% decrease in the number of B cells present in the bone marrow.
Furthermore, this study showed that spaceflight effects were aggravated 1 week after
landing [26]. Picture of mice in BION-M1 habitat from [28].

Note that in addition to the explanations presented above, glucocorticoids
produced in response to chronic stress may contribute to altering B lymphopoiesis.
Indeed, it has been demonstrated that continuous administration of corticosterone,
via a subcutaneous implant, induces reprogramming of lymphopoiesis in mice, with
areduction of 30 to 70% of pro-B, pre-B and immature B cells after 24 hours and a
drop of 70 to 80% of pro-B and pre-B cells after 36 hours of treatment [29].

T-lymphopoiesis (T cell development in the thymus) is also affected by
microgravity, as a decrease in T cells was observed in double positive (CD4+CD8*)
and single positive (CD4* or CD8*) maturation stages, when murine fetal thymuses
were cultivated under simulated microgravity or spatial conditions [30]. This
observation can be explained, at least in part, by the high sensitivity of thymocytes
to stress [31]. Indeed, significant changes in mRNA expression from genes known to
regulate stress and glucocorticoid receptors were observed in the thymus of mice
subjected to a 13-day flight [32]. Another study did analyze the impact on murine
TCR of being conceived and born under increased G force (2 G). This study revealed
a disruption in TCR (T cell antigen receptor) signaling and in the diversity of these
receptor binding sites [33] (Figure 3) required for an individual to be able to
specifically recognize peptides derived from the numerous antigens present in the
environment; 85% of the TCR repertoire was different in 2 G pups compared to
control pups. Thus, the diversity of T cell antigen receptor repertoire is significantly
altered by 2 G exposure, which will likely affect host defense.
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Figure 3.

Exposure to hypergravity during pregnancy affects TCR binding sites thereby
suggesting that the protection of the host might be affected [33]. T cells recognize an
antigenic peptide on an MHC molecule at the surface of an antigen-presenting cell
(dendritic cell, monocyte, macrophage, B cell). This recognition is ensured by the T cell
receptor (TCR) whose binding site is composed of 6 small polypeptide loops: 2 CDR1
loops, 2 CDRZ2 loops and 2 CDR3 loops. CDR1 and CDRZ2 loops bind the MHC molecule.
CDR3 loops bind the peptide. This figure presents the frequency of hydrophobic, acid,
basic and polar amino acids at each position within TCR CDR3 loops from murine pups
conceived and born at 1 or 2 G.

The impact of a model aiming at mimicking socio-environmental stresses
experienced by astronauts [34] was then studied. This model involves the chronic
exposure of mice to unpredictable socio-environmental stresses of various types
(e.g. confinement, isolation, cage tilt, paired housing, perturbed circadian rhythm)
and moderate intensity. It was demonstrated that this type of stressors only
modifies 25% of the TCR repertoire [35]. Consequently, it appears that a change in
the gravitational force has a much greater impact than socio-environmental stresses
on the T cell antigen receptor repertoire.

3. Effects on phagocytic and NK cells

Natural or innate immunity is body's first line of defense against a pathogen after
the skin and epithelial surfaces. It enables a non-specific response to be
implemented, involving various types of immune cells such as neutrophils,
monocytes and macrophages to destroy pathogens by phagocytosis and the release
of microbicide substances.

Several studies have been conducted to understand how the space environment
affects this immunity. For instance, an increase in the level of blood neutrophils in
both humans and animals has often been observed after landing, and can be
attributed to the stresses encountered during this phase. Indeed, stress can induce
the mobilization of these cells stored in the bone marrow [36, 37]. However, other
explanations are also possible, such as changes in the expression of adhesion
molecules [38]. It has also been shown that spatial conditions decrease the
phagocytic and oxidative functions of neutrophils [39, 40] and induce, in monocytes,
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dysregulation in cytokine production, a reduced capacity to engulf Escherichia coli
as well as lower reactive oxygen species (ROS) production and degranulation [41,
42]. Lower cytotoxicity of natural killer cells, that provide immunological resistance
and defense against foreign microorganisms but also against cells transformed
because of, for example, a viral infection was observed [43, 44]. In addition, the
reactivation of latent herpes viruses has frequently been reported. For example,
Varicella-zoster virus (VZV) DNA has been detected in the saliva of astronauts
during and immediately after a flight, while no VZV DNA was detected before launch
[45]. Additional studies have revealed the presence of VZV in the saliva of 50% of
astronauts during short spaceflights [46] and have shown that this percentage can
increase up to 65% during long-duration missions [47]. Significantly, a few cases
resulted in the development of shingles [45]. These viral reactivations are
frequently coupled with a decrease in the production of interferons (cytokines
constituting a first response in the event of viral infection) and to a higher level of
stress hormones known to be able to regulate immune functions. Indeed, a variety
of immune cells express glucocorticoid receptors, cannabinoid receptors and
adrenergic receptors (Figure 4). Thus, molecules produced in response to stressing
events can directly affect immune cells and can be responsible of the reactivation of
latent viruses [48-53].

Stressors encountered
during spaceflight

Modulation of immune functions

Figure 4.

Stressors encountered during space missions can induce the production of
glucocorticoids, catecholamine and endocannabinoids. Numerous immune cell types
have receptors for these molecules. Their functions can therefore be directly affected
by the binding of these molecules on these receptors. GR, glucocorticoid receptor.
ADRB?2, beta-2 adrenergic receptor. CNRZ2, cannabinoid receptor type 2.

Furthermore, virus reactivation could be a good biomarker of immunity
weakening [54]. In support of this neuro-modulation of the immune system, studies
conducted on humans subjected to acute (parabolic flight), medium (1 to 2 weeks
on board the ISS) or long (4 to 7 months on board the ISS) duration gravitational
stress demonstrated that there is a shift from an alert state of natural immune cells
after acute gravitational stress to a decrease of their activity after spaceflight [55-
57]. These changes were associated with changes in stress response, with a
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predominance of sympathetic nervous system responses after short flights, whereas
long flights were characterized by glucocorticoid-induced changes. These data
demonstrate that beside gravity change, stress responses are an important
contributor to spaceflight-associated immune changes and once again highlight the
importance of taking into account interconnections between physiological systems
(here the nervous and immune systems).

4. Effects on antigen-presenting cells and lymphocytes

Specific or adaptive immunity is the second line of defense against the entry of
foreign substances, particles or cells into the organism. It involves natural and
specific immune cells (Antigen-presenting cells (APC) and lymphocytes) that will
cooperate to develop a response specifically directed against the intruder.

Antigen-presenting cells (APCs) are a heterogeneous group that treat and
present antigens in the form of peptides to CD4+ T lymphocytes unable to recognize
a native antigen via their TCR. These cells are crucial in triggering an immune
response. This group includes dendritic cells, monocytes/macrophages and B
lymphocytes.

Even though the antigen presentation function is an essential immune process,
very little information is available on the impact that environmental conditions
encountered during spaceflights could have on this function. Only one study has
been published on dendritic cells and revealed that microgravity reduces their
production, their phagocytic capacities, and the surface expression of
costimulatory/adhesion molecules involved in the presentation of antigenic
peptides [58]. These data suggest that certain functions of antigen-presenting cells,
required for the development of an effective immune response, may be disrupted in
microgravity.

On the other hand, numerous studies have shown a significant reduction in T cell
activity under both real and simulated microgravity. This lower activity [59] results
from spaceflight-induced modifications of the expression of genes essential for the
proper functioning of T cells such as those encoding interleukin 2 and its receptor
[60], translation of mRNAs [61], cell-cell interactions [62], alterations of the
structure of the cytoskeleton [63-66], signal transduction enabling T cell activation
[67-69] and cell cycle regulation [70].

B lymphocytes is another cell type that acts in synergy with T lymphocytes to
ensure optimal protection of the individual. These cells, at the maturation stage
called plasmocyte, produce large quantities of antibodies, which, by binding
specifically to the antigen, contribute to its elimination. Antibodies and B
lymphocytes constitute humoral immunity whose modulation by spatial conditions
has been much less studied than that of T lymphocytes. For many years, researchers
have been satisfied with the quantification of antibodies present in the
serum/plasma of astronauts but these studies generated conflicting results. For
example, Konstantinova et al [71] reported increased levels of serum IgA and IgM
while Rykova et al [40] indicated that the amounts of serum IgA, IgG and IgM were
not affected after prolonged space missions. Subsequently, further studies were
conducted to determine how changes in gravity affect humoral immunity and
demonstrated that stresses encountered during spaceflight quantitatively and
qualitatively affect the production of antibodies in response to antigenic stimulation.
Changes in the expression of VH gene segments, encoding a large part of the
antibody binding sites, have been observed in adult P. waltl immunized on board the
Mir space station [72, 73] as well as a two-fold decrease in the frequency of somatic
hypermutations that enable the diversification of antibody binding sites, in order to
improve their affinity for the antigen [74] (Figure 5). Very recently, changes in the
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use of the gene segments required to create the antibody repertoire have also been
observed in immunized mice subjected to anti-orthostatic suspension [75]. The
antibody repertoire is therefore most likely modified under either real or simulated
microgravity. In addition, a decrease in the expression of several effectors involved
in immunity was observed 7 days after landing in mice that had been on board the
BION-M1 biosatellite for 30 days [26]. This observation confirms the negative effect
of spaceflight on the immune system and demonstrates that this impairment
persists for at least 7 days after the return to Earth. This conclusion is in line with
the studies that revealed disruptions in the production of antibodies in P. waltl still
visible 10 days after landing [72-74].

Antigen

Antibody binding site Antibody binding site
before SHM after SHM
SHM P values
frequency (72 test)
(x 10*/pb)
Immunized on Earth (IE) 9.25 0.002 for IE/NI
Immunized in Space (IS) 4.65 0.031 for IS/NI

Figure 5.

Somatic hypermutations (SHM) are nucleotide substitutions whose purpose is to
improve the affinity of antibody binding sites. The frequency of these mutations was
determined in adult P. waltl inmunized on board the Mir space station and in adult P,
waltl immunized with the same antigen on Earth. This study showed that the
frequency of these mutations is two times lower when animals are immunized on
board the space station [74]. IE, P. waltl inmunized on Earth. IS, P. waltl immunized in
space. NI, not immunized.

Finally, it has been shown that the proliferative responses of Band T
lymphocytes are reduced when mice are subjected to gravity changes (anti-
orthostatic suspension or 2 G hypergravity) for three weeks [76, 77]. However, the
responses from these lymphocytes were not altered after three weeks of exposure
to the model mimicking socio-environmental stressors encountered in flight [34].
These data suggest that the lower reactivity in lymphocytes induced by spaceflight
is mainly due to gravity change.

Note that there is a break in the adaptation of mice at 3 G, which results in an
increase in the serum corticosterone concentration and the level of anxiety [76].
These changes persist beyond two weeks after the return to normal gravity. This
demonstrates that the hypergravity model should be used with caution if the effects
of hypergravity are to be distinguished from those of a stress response. From 3 G,
these two variables are cumulative.

5. Spaceflight as a model of accelerated immunosenescence?

Certain immunological changes observed in astronauts or rodents on space
missions can also be found in the elderly. For example, thymus involution, increased
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susceptibility to infections and decreased response to vaccines may be correlated
with impaired development of B and T lymphocyte function in the elderly [78, 79].
This thymus involution and changes in the development and response of immune
cells are also observed when the gravitational force is altered, as illustrated by the
reactivation of latent viruses in astronauts and the elderly. In addition, a recent
study suggests that long-term spaceflight could induce an increase in inflammation
as in the elderly (‘inflammaging"), which could increase the risk of allergies or
autoimmune diseases in astronauts [80]. Finally, aging is accompanied by changes in
antibody production similar to those observed in flight. There is a decrease in
antibody affinity [78] and a change in the use of antibody VH gene segments [81] as
observed in P. waltl immunized in flight [73, 74], which affects the diversity of the
antibody repertoire. It therefore appears that stresses encountered during space
missions could lead to premature aging of the immune system.

Conclusion and perspectives

Studies conducted so far, show that on average one out of two astronauts
encounters immunological problems and that stressors encountered during
spaceflights can affect all components of the immune system. It is therefore
mandatory to understand in details how all immune cell types are affected by space
conditions by unravelling the cellular and molecular mechanisms modified within
these cells. Indeed, the impact of spatial conditions on certain cells and functions of
the immune system have not yet been precisely determined. Furthermore, the
impact of long-term missions is largely under-investigated. This is because, up to
now, most scientific data are derived from space missions not exceeding six months
in duration. In addition, the impact of spatial conditions on interconnections
between the immune and other systems (such as the musculoskeletal, nervous,
respiratory and cardiovascular systems) should be studied using interdisciplinary
approaches. All this knowledge is required i) to gain a better understanding of the
risks incurred during future long-duration space missions (such as planned mission
to Mars), where the crew will be left to their own with no possibility of a rapid
return to Earth, and ii) to develop nutritional, psychosocial and/or pharmacological
countermeasures to reduce stress, preserve the immune system and prevent the
development or aggravation of diseases [82]. Another aspect that should be taken
into account is in flight monitoring of astronaut’s health and diagnostic data using
miniature and autonomous biosensors to help establishing personalized treatments.
This corresponds to a new field of research, space biotechnology, which aims to use
advanced techniques ("omics" techniques) for the quantitative detection of proteins,
nucleic acids and metabolites in situ [83-86]. Such biosensors capable of analyzing
minimum quantities of body fluids and of generating semi-quantitative or
quantitative results in a few minutes and with minimal resource consumption in
terms of weight, volume, reagent storage and energy consumption will be required
to allow deep space exploration. These researches and technological developments
could also improve health on Earth as they could led to new therapeutic strategies
to treat age- and stress-related immunosuppression and could likely contribute to
improve point-of-care diagnostics at a patient’s bedside, in a doctor’s office or
hospital.
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Résumé

Au cours des vols spatiaux, les astronautes sont sujets a de nombreux stress perturbant leur
organisme et notamment leur systeme immunitaire. Afin d’étudier ces altérations et du fait du
nombre restreint de missions spatiales, il est nécessaire d’utiliser des modeles permettant de
simuler, sur Terre, les stress rencontrés en vol. Au cours de cette these, nous avons étudié les effets
de stress associés aux vols spatiaux sur le systéme du complément et les cellules dendritiques (DC).

Dans un premier temps, nous avons étudié les effets d’'une combinaison de stress ou de
stress individuels, sur I'expression de la molécule C3 du complément chez I'amphibien et la souris.
Nous avons montré que certains de ces stress associés aux vols spatiaux, dont la microgravité
simulée, provoquent une augmentation de C3 dans des larves de P. waltl. Toutefois, ces variations ne
sont pas retrouvées chez des souris placées en microgravité simulée par suspension anti-
orthostatique.

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié in vitro les effets d’une microgravité simulée
(RPM) sur le phénotype et la fonction de DC murines. Nous avons montré que la structure du
cytosquelette d’actine et la survie des DC étaient altérées par la microgravité simulée. De plus, les DC
exposées a la RPM présentent un phénotype plus immature caractérisé a la fois par une diminution
de I'expression membranaire des molécules de co-stimulation mais également de leur capacité a
sécréter des cytokines pro-inflammatoires. Bien que ces caractéristiques soient indispensables aux
fonctions des DC, les modifications mises en évidence ne semblent toutefois pas altérer leur capacité
a présenter |'antigene.

Pris ensemble, ces résultats montrent I'importance d’étudier les effets de stress associés aux
vols spatiaux, comme la microgravité, sur le systéme immunitaire. Une meilleure compréhension des
mécanismes mis en jeu permettra de comprendre les effets du stress sur la santé et de développer
des contremesures adaptées aux vols spatiaux.

Mots clés : Stress ; Vols spatiaux ; Microgravité ; Systeme du complément ; Cellules dendritiques.

Abstract

During spaceflights, astronauts encounter numerous stresses leading to immune system
impairment. Given the scarcity of space missions, simulation models are used on Earth to study the
effects of spaceflight-associated stresses on the immune system. The aim of this thesis was to study
the effects of spaceflight-associated stresses on the complement system and on dendritic cells (DC).

First, we studied the effects of individual or combined spaceflight-associated stresses on the
C3 molecule expression in amphibians and mice. We showed that some of these stresses such as
microgravity increased the C3 complement expression in P. waltl/ larvae but no variation were found
in mice subjected to simulated microgravity (hindlimb unloading model).

We also studied the effects of simulated microgravity by RPM on murine DC phenotype and
function. We showed that RPM exposure impaired both DC actin cytoskeleton and survival.
Moreover, DC exposed to simulated microgravity showed an immature phenotype characterized by a
decrease of co-stimulation molecule expression and pro-inflammatory cytokines secretion, which are
essentials for DC functions. However, these numerous alterations did not affect antigen presentation
to T cells.

Taken together, these results highlight the significant effects of spaceflight-associated
stresses on the immune system. Studying microgravity will allow to better understand its effects on
health and to develop adapted countermeasures.

Key Words : Stress; Spaceflight; Microgravity ; Complement system ; Dendritic cells
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