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Chapitre I: Introduction

1.1 Mise en contexte

Le maintien de I’homéostasie pulmonaire est influencé par une tres grande quantité de
cellules autant structurales qu’immunitaires. Certaines cellules résident au poumon, comme
les cellules dendritiques (DCs) et les mastocytes, et d’autres y migrent en contexte
inflammatoire, comme les éosinophiles. Chacune de ces cellules exprime a sa surface
plusieurs molécules qui sont essentielles aux différentes fonctions des cellules. Ces
molécules peuvent étre des récepteurs de cytokines ou de chimiokines, des molécules
d’adhésion, des molécules d’activations, des marqueurs de populations, etc. La plupart de
ces molécules exercent plusieurs fonctions distinctes pour une méme cellule et, parfois,
différentes fonctions selon le type de cellules qui I’exprime ou le contexte inflammatoire. De
plus, I’inflammation peut moduler I’expression de certaines de ces molécules et cette
modulation peut influencer les fonctions de la cellule. Toutefois pour certaines molécules de
surface, leurs fonctions ne sont pas toutes connues, comme pour le CD103 et le CD34. Dans
ce mémoire, I’impact de la modulation de I’expression du CD103 sur les fonctions des DCs
ainsi que I'impact de I’expression du CD34 sur les fonctions des mastocytes et des

éosinophiles seront étudiés, et ce, en contexte d’immunité pulmonaire.

1.2 Immunité pulmonaire

Chaque jour, les alvéoles filtrent environ 8000 a 9000 litres d’air qui contiennent des
microparticules de poussieres, des microorganismes et des allergénes pouvant avoir un
impact négatif sur I’homéostasie du poumon. [1] L’homéostasie pulmonaire est en partie
maintenue grace a la présence de cellules immunitaires résidentes au poumon qui permettent
I’élimination de la majorité des dangers extérieurs de maniére silencieuse. [1] Toutefois, les

dangers extérieurs peuvent également causer I’activation du systéme immunitaire et une



inflammation conséquente. La réponse immunitaire peut étre classée en deux phases, soit
I’immunité innée et I’'immunité adaptative. De plus, au poumon, différentes réponses

inflammatoires peuvent étre induites.

1.2.1 Immunité innée

L’ immunité innée est la premiere ligne de défense et elle survient en quelques minutes
a la suite d’une infection. Elle n’est pas spécifique a I’infection, mais elle permet soit son
¢limination ou son contrdle jusqu’au développement de I’immunité adaptative. Au poumon,
la premiére ligne de défense comprend des cellules structurales, des protéines, des cellules

immunitaires résidantes et une migration de nouvelles cellules immunitaires. [2, 3]

1.2.1.1 Cellules structurales et protéines

Les cellules épithéliales pulmonaires sécrétent une grande variété de peptides
antimicrobiens afin d’éliminer les microorganismes étrangers et des médiateurs comme des
cytokines pour recruter les cellules immunitaires au site de I’inflammation. [2, 4-8] De plus,
elles produisent du surfactant pulmonaire (SP), qui est sécrété dans la lumiére alvéolaire. Le
SP est composé de quatre protéines nommeées SP-A, SP-B, SP-C et SP-D. Les protéines SP-
A et SP-D se lient a la surface des bactéries et favorisent leur phagocytose par les cellules

immunitaires. [9]

1.2.1.2 Cellules résidentes
Les deux populations majeures de cellules résidentes sont les macrophages et les DCs.

[1, 10, 11] D’autres cellules résident également au poumon, dont les mastocytes. [12]

Les macrophages résidents éliminent les pathogénes par phagocytose et participent
au recrutement des neutrophiles en sécrétant des cytokines et des chimiokines. Au poumon,
les macrophages sont la principale source de médiateurs inflammatoires qui permettent la

propagation ou la diminution de I’inflammation. [2, 13, 14]



Les DCs pulmonaires sont des sentinelles permanentes. [1, 15] Elles captent des
antigénes (ag) du soi afin de maintenir la tolérance périphérique qui consiste a éliminer les
lymphocytes T (lyT) autoréactifs [16] et des ag étrangers afin d’activer I’immunité. De plus,
elles activent davantage les macrophages [2], produisent des interférons, des cytokines
importantes dans I’immunité antivirale [17] et réactivent les lyT déja présents au poumon.
[18]

Les mastocytes sont trés importants dans la défense de 1’hdte contre les infections
parasitaires dd a la toxicité des enzymes contenues dans leurs granules. Ils sont aussi
impliqués dans les infections virales et bactériennes.[19, 20] De plus, les mastocytes recrutent
des cellules immunitaires au site d’inflammation, contrdlent les fonctions de certaines
cellules dont les éosinophiles, les IyT et les lymphocytes B (lyB) et augmentent I’expression
des molécules d’adhésion a la surface des cellules endothéliales ce qui favorise 1’entrée des
leucocytes dans le tissu enflammé. [12, 21-24] Les mastocytes régulent également
I’homéostasie en remodelant les tissus endommageés et en dégradant les toxines produites par
I’infection. [25]

1.2.1.3 Cellules recrutées

Les neutrophiles sont prédominants dans I’immunité innée puisqu’ils sont les
premiers recrutés au poumon par les cellules épithéliales et les macrophages. 1ls phagocytent
et tuent les bactéries, les moisissures et les protozoaires a I’aide d’enzymes de dégradation,

de peptides antimicrobiens et de dérivés réactifs de I’oxygene. [2, 14, 26, 27]

Différents roles sont connus pour les éosinophiles dans I’'immunité innée. En effet, ils
sont trés importants dans la défense de 1’hote contre les infections parasitaires d a la toxicité
des enzymes contenues dans leurs granules. Ils sont aussi impliqués dans les infections
virales et bactériennes. [28] Les eosinophiles interagissent avec les DCs et les lyB et activent
davantage les mastocytes. [19, 29, 30] Finalement, ils régulent I’homéostasie tissulaire en
affectant les fonctions de la barriere épithéliale, I’hyperplasie des cellules épithéliales et/ou

des cellules du muscle lisse, la différenciation des myofibroblastes et I’angiogenése. [28]



1.2.2 Immunité adaptative

L’immunité adaptative est une immunité spécifique aux ag d’une infection et
nécessite plusieurs heures voir jours pour se développer. Elle inclut une activation de cellules
effectrices et la production d’anticorps, spécifiques aux ag. Les principales cellules

impliquées dans I’immunité adaptative sont les DCs, les lyT et les 1yB.

1.2.2.1 DCs

En plus de jouer un role dans I’immunité innée, les DCs résidentes du poumon font
le pont entre I’immunité innée et adaptative. [31] Les DCs captent des ag des agents
infectieux et migrent aux ganglions lymphatiques (lymph node (LN)) pour activer les IyT. [2,

32] Selon le contexte inflammatoire, différents lyT vont étre activés et migrer au poumon.

1222 LyT

Les LyT se divisent en deux groupes avec des fonctions différentes soit les IyT
clusters de différenciation (CD) 4" et les lyT CD8". Les lyT CD4" sont activés par les DCs
en lyT auxiliaires (helper T cells (Th)) ou en lyT régulateurs (Tregs). Il existe plusieurs types
de lyT auxiliaires soit Thl, Th2 et Th17. La maturation des différents Th par les DCs est
aussi dépendante de certaines cytokines et cellules immunitaires. Brievement, la prolifération
des Thl est dépendante de I’interleukine (IL) 12, des cellules tueuses naturelles (CNK) et des
lyT CD8. La production de Th2 est, quant a elle, induite par 1’IL-4, entre autres produite par
les macrophages et les éosinophiles. Finalement, les Th17 sont induits par I’'IL-6, I’'TL-23 et
le facteur de croissance transformant béta (TGF-B). [33] Au poumon, les Thl aident
I’immunité cellulaire en activant davantage les cellules immunitaires comme les
macrophages et les lyT CD8.[34, 35] Les Th2 sécretent des cytokines qui induisent la
migration de cellules immunitaires comme les éosinophiles et les mastocytes. [34-37] Les
Th17 activent et attirent les neutrophiles au poumon. [34] Dans le LN, les différents Th
interagissent avec les lyB pour la production d’anticorps ou immunoglobuline (Ig). [34, 38]
Les Treg sont des lyT CD4 sécretant des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-f ou IL-
35) et exprimant des molécules de surface suppressives (Galectin-1). Ils régulent la réponse



inflammatoire en inhibant la prolifération des autres lymphocytes et participent a la tolérance

immunologique. 1ls sont, donc, importants dans le maintien de I’homéostasie. [39]

Les lyT CD8" sont activés par les DCs en lyT cytotoxiques. Les lyT CD8" contiennent
des granules contenant des molécules cytotoxiques comme des protéases et des perforines
qui induisent la lyse des cellules touchées. Ils sont, donc, principalement impliqués dans la
réponse antivirale en tuant les cellules infectées. [40]

1.2.2.3 LyB

Les lyB sont activés par les ag de I’infection qui se rendent aux LN par la circulation
sanguine et par les lyT activés par les DCs et produisent des Ig spécifiques aux ag. Il existe
plusieurs types d'lg soit 1gG, IgM, IgA, et IgE. [38, 41] Au poumon, les Ig se fixent sur les
ag et favorisent leur phagocytose. De plus, les IgA participent a la barriére protectrice en
empéchant les pathogenes de se lier aux cellules épithéliales [42] et les IgE permettent

I’activation des mastocytes. [19]

1.2.3 Réponses inflammatoires

L’environnement pulmonaire est continuellement en contact avec diverses particules
telles que des microorganismes, des poussieres et des allergenes. Selon le type de particules
inhalées, différentes réponses inflammatoires vont étre induites. 1l existe deux grands types
d’inflammation, soit aigie et chronique. Dans ce mémoire, I’impact de la modulation du
CD103 sur les DCs sera étudié en contexte d’inflammation aigiie et I’'impact de 1’expression
du CD34 sur les fonctions des mastocytes et des éosinophiles sera étudié en contexte

d’inflammation chronique.

L’inflammation aigiie est surtout induite par I’inhalation de microorganismes tels que
des bacteries et des virus et elle est rapidement résolue par les cellules de I’'immunité innée.
[2] Les bactéries peuvent étre divisees en deux groupes selon la composition de leur paroi
soit les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif. [43, 44] La composition de

leur paroi étant différente, les deux groupes de bactéries possedent des ag différents et vont,
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donc, différemment activer les cellules de I’immunité innée. [43-45] L’ag d’intérét dans ce
mémoire est le lipopolysaccharide (LPS) qui est retrouvé a la surface des bactéries & Gram
négatif. Le LPS, qui sera décrit plus en détail dans la prochaine section, est un tres bon modele
d’inflammation aigiic puisqu’il est exprimé par des bactéries et qu’il est un tres fort activateur

des cellules immunitaires, dont les DCs. [46]

L’inflammation chronique est caractérisée par une activation excessive des cellules
immunitaires souvent accompagnée d’altérations dans la résolution de 1’inflammation et qui
cause des dommages tissulaires. Elle est majoritairement associée a des maladies
pulmonaires et a I’inhalation d’allergéne. [2] Comparativement a I’inflammation aigiie qui
est surtout résolue par I’immunité innée, I’inflammation chronique est associée a la présence
de lymphocytes et d’anticorps. [47] L’existence d’anticorps contre un allergéne permet la
réactivation plus rapide des cellules immunitaires lors d’une réexposition a 1’allergeéne.
Toutefois, cela peut entrainer une activation excessive des cellules a la suite de quelques
réexpositions. Ce phénomene est la cause de I’asthme allergique, le modéle d’inflammation

chronique d’intérét dans ce mémoire.

Ainsi, dans ce mémoire, I’'impact de la modulation de I’expression du CD103 sur les
fonctions des DCs sera étudié en contexte d’inflammation au LPS et I’impact de I’expression
du CD34 sur les fonctions des mastocytes et des éosinophiles sera étudié en contexte

d’asthme allergique.

1.3 L’expression du CD103 sur les DCs dans la réponse
au LPS

1.3.1LeLPS

Le LPS est la composante majeure de la membrane externe des bactéries a Gram
négatif et il est un stimulant trés puissant du systéme immunitaire. Il est composé d’un

oligosaccharide et d’un glycolipide associé¢ a la membrane, nommé lipide A, qui est la partie



immunogéne du LPS. La structure du LPS est spécifique a chaque espéce de bactérie et
I’ensemble des différents LPS retrouvés dans I’environnement est regroupé sous le terme

endotoxine. [46]

Les endotoxines sont présentes dans I’air et polluent plusieurs environnements de
travail. En effet, des concentrations élevées d’endotoxines sont retrouvées dans les
bioaérosols d’élevage de volaille [48] et de porc, [49] de la culture du coton [50, 51] et des
usines de verre [52] et de métaux. [53] L’exposition a ces endotoxines peut induire de la
fievre, de la toux, des essoufflements, une respiration sifflante, des maux de téte, une
irritation du nez et de la gorge, une oppression thoracique et de I’inflammation. [54]
L’inhalation de LPS peut induire le syndrome de détresse respiratoire aigué (ARDS).
L’ARDS est un état extrémement grave ou la compliance pulmonaire et la capacité
d'échanges gazeux chutent radicalement. Il est causé par une atteinte de la membrane alvéolo-
capillaire induisant un cedéme pulmonaire lésionnel. [55] De plus, le LPS peut augmenter la
sévérité de I’asthme et des infections pulmonaires en augmentant la réponse inflammatoire.
Il peut également induire des maladies pulmonaires associées a une diminution de la fonction

pulmonaire. [54]

1.3.1.1 Inflammation pulmonaire induite par le LPS

Les cellules de I’'immunité innée sont activées par des ag spécifiques retrouvés a la
surface des microorganismes nommés motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP).
Les PAMPs sont des molécules essentielles a la survie des microorganismes et conservées
au cours de 1’évolution. Ils se fixent a des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
(PRR) exprimés par les cellules immunitaires. [45] Le LPS est I'un des PAMP qui permet la
reconnaissance et 1’élimination des bactéries a Gram négatif. Le récepteur du LPS est le
récepteur de type Toll 4 (TLR4). [56, 57] La liaison du LPS au TLR4 active deux voies de
signalisation soit myeloid differentiation primary response 88 (MYD88) dépendante et
MY D88 indépendante. La voie MYD88 dépendante active le nuclear factor-kappa B (NF-
kB) et la voie MYDB88 indépendante active NF-«xB et I’Interferon regulatory factor (IRF) 3
ce qui mene a la production de cytokines pro-inflammatoires. La cytokine la plus sécrétée

par I’activation du TLR4 est le facteur de nécrose tumorale (TNF). [58] Au poumon, le TLR4
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est exprimé par les cellules endothéliales, les neutrophiles, les macrophages et les DCs.
L’activation des cellules endothéliales et des macrophages par le LPS induit une forte
migration de neutrophiles au poumon. [59] En sécrétant plusieurs mediateurs enzymatiques,
les neutrophiles vont induire un dommage tissulaire important et entrainer des maladies
comme I’ARDS. [55] Les DCs activées par le LPS produisent des cytokines pro-
inflammatoires et activent d’avantages les macrophages. [2] Ainsi, I’inhalation de LPS induit
une inflammation pulmonaire sévere caractérisée par une migration massive de neutrophiles

au poumon et une forte production de TNF.

1.3.1.2 Mode¢le d’inflammation au LPS

Le LPS est utilis¢ dans plusieurs modeles d’inflammation pulmonaire puisqu’il
permet d’induire une forte réponse inflammatoire aiglie et qu’il est facile d’utilisation. Il peut
étre utilisé in vitro comme activateur cellulaire et in vivo pour I’étude des infections aux
bactéries a Gram négatif et I’ARDS. [60] Ici on parle de modé¢le d’inflammation aigiie, mais
le LPS peut également étre utilisé dans des modeles chroniques. L’administration chronique
du LPS induit un remodelage des voies respiratoires et une augmentation du nombre de
cellules a gobelets. [61]

Au poumon, le LPS peut activer plusieurs types cellulaires, dont les cellules
endothéliales, les neutrophiles et les DCs. Dans ce mémoire, le LPS est utilisé afin d’étudier

une sous-population de DCs pulmonaires.

1.3.2 Les DCs pulmonaires

Les DCs ont été découvertes vers la fin des années 70 par les chercheurs Ralph
Steinman et Zanvil Cohn. [62, 63] Aujourd’hui, elles sont connues comme des cellules
présentatrices d’antigenes (APC) impliquées dans I’initiation de I’immunité adaptative et

dans I’établissement de la tolérance centrale et périphérique.



1.3.2.1 La présentation d’ag

Dans des organes non lymphoides comme les poumons, les DCs sont présentes sous
forme immature et deviennent matures a la suite d’une activation par des PAMPs et la capture
ag. Les ag sont présentés par des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)
dont I’expression est augmentée lors de la maturation. Il existe deux types de CMH: le CMH
de type I, qui permet la présentation des ag endogenes, et le CMH de type Il, qui permet
quant a lui la présentation des ag exogenes. Durant la maturation, 1’expression de plusieurs
molécules est augmentée dont le C-C chemokine receptor type 7 (CCR7), le CD80, le CD86,
et le CD40. [64, 65] Une fois matures, les DCs migrent aux LN a I’aide du récepteur de
chimiokines CCR7 afin de présenter leurs ag aux lyT. [32] Chaque lyT reconnait
spécifiqguement un seul ag et les lyT CD4 reconnaissent des ag présentés par le CMHII et les
CDS par le CMHLI. Ainsi, lorsqu’un lyT reconnait son ag a la surface d’une DCs, il se fixe a
celui-ci. Ensuite, plusieurs autres liaisons se forment entre le IyT et la DC afin d’activer le
IyT et initier la réponse immunitaire adaptative. La liaison du CD40 au CD40 ligand (CD154)
exprimé par les lyT augmente le niveau d’activation des DCs et, donc, augmente la
production de cytokines qui activent les IyT. Alors que, la liaison du CD80 ou du CD86 avec
le CD28 fournit aux lyT un signal nécessaire a son activation complete. [65-67]

A la suite de la découverte de ces APC, plusieurs recherches ont démontré qu’il existe
différentes sous-populations de DCs. Les trois sous-populations retrouvées au poumon sont
les DCs conventionnelles (cDCs), les DCs plasmacytoides (pDCs) ainsi que les DCs dérivées
de monocytes (moDCs). Les différentes sous-populations de DCs sont différenciees selon et
leur développement, leur localisation et leurs fonctions spécifiques. Les DCs étudiées dans

ce mémoire sont une sous-population de cDCs.

1.3.2.2 Développement des DCs pulmonaires

Dans le poumon, les cDCs, les pDCs et les moDCs ont une durée de vie trés courte et
doivent continuellement étre remplacées par leur précurseur sanguin originaire de la moelle
osseuse. Dans la moelle osseuse, leur développement débute avec un progéniteur myeloide
commun (CMP) qui a perdu le potentiel de se différencier en granulocyte, en érythrocyte et

en mégacaryocyte nommé précurseur de macrophage/DCs (MDP). Le MDP se différencie



en monocyte le précurseur sanguin des moDCs et en précurseur commun de DCs (CDP). Les
CDP se différencient soit en pDCs directement ou en pré-DCs le précurseur sanguin des
cDCs. [68-76]

Les monocytes et les pré-DCs circulent dans le sang et se différencient respectivement
en moDCs et en cDCs dans le poumon. Les pré-DCs se différencient en deux populations de
cDCs soit les DCL1 et les DC2. Le développement des DC1 est dépendant des facteurs de
transcription suivants: I’ IRF8, le DNA-binding protein inhibitor (1d2), le basic leucine zipper
transcription factor (BATF3), le Nuclear factor, interleukin 3 regulated (NFIL3) et le B-cell
lymphoma 6 protein (Bcl6). La déplétion de ces genes entraine un retard sévere dans le
développement des DC1, mais n’influence pas le développement des DC2. [77-87] Seule la
déplétion du facteur IRF8 inhibe complétement le développement des DC1. Le
développement des DC2 est associé aux facteurs de transcription suivants: le RelB, le
Neurogenic locus notch homolog protein 2 (NOTCH2), le Recombining binding protein
suppressor of hairless (RBP-J), I’IRF2 et I’IRF4. [88-92] Elles sont caractérisées par le
facteur IRF4, toutefois leur développement n’est pas complétement dépendant de son
expression. [89, 93] Les monocytes se différencient en moDCs majoritairement lorsque le
poumon est en condition inflammatoire. Les pDCs, restent en majorité dans le sang, mais ils

peuvent également migrer au poumon. [94-102]

Le Fms-like tyrosine kinase 3 (FIt3) ligand (FIt3L) est une cytokine essentielle a la
différenciation des progéniteurs hématopoiétiques des DCs. Elle est produite par les cellules
endothéliales et les IyT activés et son récepteur est le FIt3 ou CD135. Le FIt3 est exprimé par
les progéniteurs myéloides, par les précurseurs de DCs (MDP et CDP), par les pDCs et les
pré-DCs dans le sang et les cDCs dans les tissus. Une perte d’expression du Flt3 dans la
moelle osseuse est associée a une perte du développement de ces sous-populations de DCs.
Le GM-CSF est également important dans la différenciation de ces progéniteurs. Son
récepteur Csf-2R est exprimé par les MDPs, les CDP et les cDCs. [74, 103] Le GM-CSF
n’est pas essentiel au développement des DCs comme le FIt3L, mais il est trés important dans

la survie des cDCs dans les organes non lymphoides. [103]
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Figure 1 Origine et développement des sous-populations de cellules dendritiques [76]

1.3.2.3 Localisation et fonctions spécifiques des DCs pulmonaires
1.3.2.3.1 Les pDCs et les moDCs

Les pDCs résident dans le parenchyme pulmonaire et sont reconnues pour leur grande

production d’interférons de type 1 (0/B), des cytokines importantes dans la réponse antivirale.
[17] Les moDCs se retrouvent dans le parenchyme des bronches et des alvéoles. [10] Elles

sont impliquées dans 1’activation des lyT CDS et sont essentielles dans la réactivation des

IyT déja présents au poumon.[18, 104]
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1.3.2.3.2 Les cDCs
Les cDCs se divisent en deux populations soit les DC1 et les DC2. Les DC1

regroupent les DCs CD8a" et les DCs CD103" et les DC2 regroupent les DCs CD11b" et les
DCs CD11b". [105, 106]

Les DC1 expriment spécifiqguement le X-C motif chemokine receptor 1 (XCR1), un
récepteur de chimiokines. [107-110] L’expression du CD8a ou du CD103 est dépendante de
la localisation des DC1. En effet, elles vont exprimer le CD8a dans les organes lymphoides
et le CD103 dans les organes non lymphoides.[111, 112]

Les DC2 expriment spécifiquement le Sirpa, un récepteur d’inhibition. [107] Les
DC2 se retrouvent dans la plupart des organes et I’expression du CD11b est dépendante de
facteurs de transcription. Les CD11b" sont associées au facteur Notch2 alors que les CD11b
sont associées au facteur Kruppel-like factor 4 (KIf4). [89, 113, 114] Il existe dans I’intestin
une population de DCs CD103*CD11b" qui exprime Sirpa et qui est dépendante de
I’expression d’IRF4 et de Notch2. [113]

Au poumon, on retrouve des DCs CD103* et des DCs CD11b* qui se situent dans
I’épithélium des alvéoles et des bronches. [10, 115] Les DCs CD103* représentent 40 a 60
% de la population totale de DCs pulmonaires alors que dans la majorité des tissus, ils sont
présents en plus faible pourcentage (moins de 20 %). [83, 116, 117] Etant les DCs d’intéréts
dans ce mémoire, les différents roles, au poumon, des DCs CD103* seront décrits en détail
un peu plus loin. Les cDCs CD11b*sont surtout impliquées dans I’activation des lyT. Elles
induisent préférentiellement une réponse Th2 dans un modele d’asthme et une réponse Th17

dans un mode¢le d’infection fongique. [79, 118]

1.3.2.3.2.1 Les DCs CD103*
Les cellules dendritiqgues CD103" se retrouvent dans la majorité des organes non

lymphoides et elles ont une tres grande plasticité fonctionnelle. En effet, au poumon, elles
sont reconnues pour avoir des fonctions régulatrices, mais également des fonctions

inflammatoires
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Les DCs CD103" sont reconnues pour avoir des fonctions régulatrices puisqu’elles
sécrétent trés peu de cytokines a I’exception du CCL22 qui est impliqué dans le recrutement
des Tregs. [119] Elles ont également la capacité de différencier les lyT naifs en Tregs, et ce

de facon dépendante au TGF-p et a I’acide rétinoique. [83, 120].

Les DCs CD103" ont la capacité de faire de la présentation croisée qui est impliquée
dans plusieurs de leurs fonctions. La présentation croisée consiste a présenter des antigénes
exogenes a 1’aide du CMHLI, alors qu’ils sont normalement présentés a 1’aide du CMHII, et
d’activer les lyT CDS8. [121] A I’aide de la présentation croisée et de I’expression de
récepteurs de corps apoptotiques, les DCs CD103" participent a I’élimination des cellules
apoptotiques. Le processus physiologique permettant d'éliminer les cellules en apoptose ce
nomme efférocytose. L’efférocytose permet d’éviter que les cellules entrent en nécrose et

libérent leur contenu toxique dans I’environnement. [122, 123]

Les DCs CD103" ont également des fonctions inflammatoires. En effet, I’activation
des lyT CD8 par la présentation croisée est trés importante dans I’immunité antivirale et anti-
tumorale et, au poumon, les DCs CD103" sont les spécialistes de cette présentation. [124-
129] De plus, elles sécretent une grande quantité d’IL-12, une cytokine essentielle dans
I’activation des 1yT. [130] Il a également été démontré qu’une absence des DCs CD103" est
associée a une infection virale plus sévére [17] et que les DCs CD103" sont les plus efficaces

pour transporter les antigénes tumoraux aux LN. [131, 132]

Le développement, la localisation et les fonctions des DCs CD103* sont bien connus,

toutefois I’expression du CD103 par ces DCs demeure trés peu étudiée.

1.3.3 L’intégrine CD103

Les intégrines sont des protéines transmembranaires constituées d'une sous-unité o et
d'une sous-unité B. [133] La partie extracellulaire de 1’intégrine se lie aux molécules de la
matrice extracellulaire ce qui permet aux cellules d’adhérer a leur environnement. [134-137]
Lorsque D’intégrine est liée a son ligand, sa partie intracellulaire active des voies de

signalisation qui controlent la migration, la différenciation et la survie des cellules. [138, 139]
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Certaines intégrines, dont aLf2 (LFA-1), jouent aussi un role dans I'adhésion cellule-cellule.
En effet, plusieurs intégrines sont essentielles au roulement des leucocytes sur les cellules

endothéliales et a leur entrée dans le tissu enflammé.[140]

Le CD103 est I’intégrine oE (ITGAE) qui forme un complexe avec I’intégrine 7. Le
CD103 est exprimé par une sous-population de DCs [141-143] et par des IyT intra-
épithéliaux CD4", CD8" et régulateurs. [144-147] Le seul ligand connu du CD103 est I’E-

Cadhérine qui est exprimée sur la surface basolatérale des cellules épithéliales. [148]

1.3.3.1 Réles connus du CD103

Le role du CD103 a été étudié dans des contextes plus généraux comme 1’asthme ou
il joue un role dans la résolution de I’inflammation [149] et dans I’exposition au
Saccharopolyspora rectivirgula ot il joue un réle dans le contréle de 1’initiation de la réponse
inflammatoire. [150] Il a également été étudié de fagon plus spécifique sur les IyT. La liaison
du complexe aEB7 a I’E-Cadhérine permet 1’adhésion des lyT a I’épithélium. De plus, le
CD103 joue un role dans la morphologie et la motilité des lyT ainsi que dans la rétention des
lyT dans les tissus. [146, 148, 151-154] Toutefois, pour les DCs, le CD103 est surtout utilisé
comme marqueur de population et son role demeure treés peu étudié. Dans ce mémoire,
I’impact de la modulation de I’expression du CD103 sur les fonctions des DCs sera plus

précisement étudié.

1.3.3.2 Modulation de I’expression du CD103

L’expression du CD103 est induite sur les DCs a I’intérieur des organes non-
lymphoides puisque les pré-DCs n’expriment pas le CD103. [72] Il peut étre induit par le
facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF), I’'IL-3 et
le TGF-B. [155-158] De plus, notre laboratoire a récemment observé que 1’induction du
CD103 peut étre inhibée par le LPS et par le TNF. En effet, I’expression du CD103 peut étre
augmentee, in vitro, sur des DCs par le GM-CSF et la présence de LPS ou de TNF empéche
cette augmentation (Figure 2a). Ainsi, I’expression du CD103 peut étre modulée a la surface

des DCs. Il a également été observé qu’a la suite d’une exposition au LPS in vivo, le nombre
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de DCs CD103" au poumon est diminué (Figure 2b). Toutefois, I’influence de la modulation

du CD103 sur les fonctions des DCs demeure inconnue.
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Figure 2 Modulation de I’expression du CD103 A) Des DCs isolées de rates de souris ont
été stimulées sous quatre conditions pour moduler 1’expression du CD103 a leur surface.
Elles ont été incubées 18 heures a 37°C en présence d’aucun réactif, d¢ GM-CSF seul, de
GM-CSF avec LPS ou de GM-CSF avec TNF a une concentration de 10ng/mL.
B) Pourcentage de DCs CD103" au poumon 18h aprés I’instillation de LPS 7pg/mL.

L’expression du CD103 peut étre modulée a la surface des DCs par le LPS et le TNF,
toutefois I’impact de cette modulation sur les fonctions des DCs demeure inconnu. Ainsi,
I’impact de la modulation de I’expression du CD103 sur certaines fonctions des DCs en
contexte d’inflammation au LPS sera étudié dans ce mémoire. Dans notre laboratoire, une
seconde molécule d’intérét est étudiée soit le CD34. Plusieurs roles sont connus pour le CD34
dont une implication dans I’asthme allergique. Toutefois, I’impact direct de son expression
sur les fonctions de cellules immunitaires comme les mastocytes et les éosinophiles demeure

inconnu et sera étudié dans ce mémoire.
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1.4 L’expression du CD34 sur les mastocytes et les
éosinophiles dans I’asthme allergique

1.4.1 L>asthme allergique

L'asthme est une maladie chronique des voies respiratoires qui touche environ 300
millions de personnes dans le monde. Elle a un impact important sur la qualité de vie des
patients et engendre de colteuses dépenses a 1’état en termes de traitement et
d’hospitalisation. [159, 160] L’asthme est une maladie trés hétérogéne puisqu’il existe
plusieurs phénotypes tels que I’asthme allergique, 1’asthme non-allergique et 1’asthme
occupationnel, et plusieurs formes telles que 1’asthme éosinophilique et 1’asthme non-
éosinophilique. De plus, il existe différents degrés de sévérité de la maladie soit intermittente,
persistante 1égére, modérée et sévere. [161, 162] Plusieurs facteurs génétiques et
environnementaux sont associés a 1I’asthme et ils peuvent étre trés différents d’un patient a
I’autre, ce qui augmente davantage I’hétérogénéité de 1’asthme. [163] A ce jour, le traitement
de cette maladie demeure trés compliqué puisque chaque type d’asthme demande des
spécificités de traitement et que certains types comme 1’asthme sévéere sont tres difficiles a
traiter. [164] De plus, présentement, différentes composantes de 1’asthme, soit
I’inflammation et I’hyperréactivité bronchique (HRB) sont traitées séparément par différents
médicaments. [165, 166] L’étude de nouveaux mécanismes impliqués dans les différentes
composantes de ’asthme pourrait permettre de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques

ciblant toutes les composantes de 1’asthme.

Dans ce mémoire, I’asthme allergique sera abordé. Ce type d’asthme est déclenché
par ’exposition a un allergéne et il est caractérisé, de facon générale, par trois composantes:
une inflammation chronique principalement de type Th2, un remodelage des voies
respiratoires et une HRB. [164-166]

1.4.1.1 Inflammation
L’asthme allergique est causé par une exposition a un allergéne pour lequel une

réaction immunitaire est développée. [161] Lors de I’exposition initiale a I’allergéne, les DCs
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présentes au poumon captent celui-ci et migrent au LN afin d’activer lyT CD4+. Les IyT
CDA4+ activés se différencient en Th2 et sécrétent de I’IL-4 qui permet d’activer les lyB a
produire des IgE spécifiques pour 1’ag. Les IgE ainsi formés se retrouvent au poumon et se
lient aux mastocytes, ce qui les sensibilise a 1’allergéne. [36, 167] Lors des expositions
subséquentes au méme allergéne, les IgE liés aux mastocytes captent I’allergéne, ce qui active
la dégranulation des mastocytes. Plusieurs médiateurs inflammatoires tels que I’histamine et
la tryptase sont alors libérés dans 1’environnement pulmonaire. Ces médiateurs induisent la
contraction du muscle lisse des bronches (bronchoconstriction), activent les fibroblastes et
alterent les cellules endothéliales. [19] De plus, les mastocytes sécretent des cytokines qui
recrutent d’autres cellules inflammatoires au poumon. [37] Ensuite, une réponse immunitaire
tardive est initiée. Les Th2 sécrétent de 1’11-5 qui entraine un recrutement d’éosinophiles, et
de I’IL-9, qui augmente le nombre de mastocytes au poumon. [36, 37] Les éosinophiles
arrivent au poumon et y sont activés par les nombreux médiateurs inflammatoires produits
par les mastocytes, les Th2 et les autres cellules immunitaires. Les éosinophiles activés
libérent des cytokines, comme I’IL-4 et I’IL-13, qui activent davantage la réponse
immunitaire. [19, 29, 30] De plus, les granules des éosinophiles contiennent des protéines
cationiques et des enzymes qui altérent 1’épithélium et activent les mastocytes. [168, 169]
Tous ces ¢léments contribuent a D’installation d’une inflammation chronique et au

remodelage des voies respiratoires et sont représentés a la Figure 1.
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Figure 3 Schéma des cellules impliquées dans I’asthme allergique [170]

1.4.1.2 Remodelage pulmonaire

L’asthme entraine des changements structuraux importants au niveau du systéme
respiratoire qui contribue a la diminution des fonctions respiratoires observée chez les
patients et a I’inflammation chronique, par I’augmentation de la production de médiateurs
inflammatoires. Ce remodelage est caractérisé par une altération de I’épithélium, une fibrose

sous-épithéliale, une angiogenése vasculaire et une augmentation du muscle lisse. [171]
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Bronche saine Bronche asthmatique

Figure 4 Représentation d’une bronche asthmatique [170]

L’altération de 1’épithélium se manifeste par une diminution, voire une perte de
I’épithélium bronchique, la perte de cellules cili€es, I’hyperplasie des cellules a gobelets et
la surproduction de facteurs de croissance, de cytokines et de chimiokines initiant le
recrutement de cellules inflammatoires. [171] L’hyperplasie des cellules a gobelets méne,
quant a elle, a la surproduction de mucus qui contribue a 1’obstruction de la lumiére des voies

respiratoires. [172-174]

La fibrose sous-épithéliale est causée par une déposition accrue de protéines de la
matrice extracellulaire incluant les collagenes de type I, Il et 1V; la fibronectine; la tenascine;
le lumican et le biglycan. [171] Ces protéines sont produites par les fibroblastes activés par
la tryptase et des cytokines fibrogénes sécrétées par les mastocytes. [175] L’accumulation de
matrice extracellulaire modifie la structure et altere les propriétés mécaniques des bronches

et du poumon. [176]

La surproduction de facteurs de croissance, tels que le facteur de croissance vasculaire
endothélial (VEGF), par I’épithélium endommaggé et les cellules inflammatoires entraine une
angiogenese vasculaire. En plus d’une augmentation anormale du nombre et de la taille des
micro-vaisseaux, une dilatation des vaisseaux qui favorise 1’entrée de cellules inflammatoires
et de cytokines au poumon est également observee. [171, 176, 177] La surproduction de
facteurs de croissance entraine également une plus grande prolifération des cellules

musculaires lisses, ce qui cause une augmentation de la masse musculaire lisse. [171, 176]
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1.4.1.3 L’Hyperréactivité du systéeme respiratoire

L’HRB se définit comme une diminution excessive des fonctions respiratoires en
réponse a un large spectre de stimuli. [178, 179] Chez un asthmatique, I’HRB se traduit par
une réponse exagérée du systeme respiratoire pour une méme dose de stimulus, telle la
méthacholine, comparativement a un sujet sain. La sensibilité est également accrue, ¢’est-a-
dire que les sujets asthmatiques vont générer une réponse a de plus faibles doses que les
sujets sains. [180-182]

Plusieurs théories tentent d’expliquer I’HRB, incluant 1’altération des propriétés
contractiles du muscle lisse. [183, 184] La force du muscle lisse, ainsi que d’autres propriétés
du muscle lisse telles que sa vélocité de contraction, son raccourcissement maximal, sa
rigidité ainsi que sa capacité a tolérer et récupérer des oscillations de longueur, peuvent
participer a I’HRB. [182, 185, 186] L’HRB a longtemps été expliqué par 1’altération du
muscle lisse et sa contraction excessive (bronchoconstriction), [185] cependant la littérature
considere désormais la participation d’éléments non-contractiles tels que 1I’inflammation
chronique. [187, 188] Ainsi, les trois composantes majeures de 1’asthme allergique (HRB,
remodelage et inflammation) sont interreliées entre elles et participent de ce fait au
développement de I’'HRB. [189]

1.4.1.3.1 Les médiateurs dans ’HRB
Plusieurs spasmogenes inflammatoires sont surexprimés dans 1’asthme allergique

(Figure 3, carré de droite, molécules en rouge) et influencent ’HRB. [187] Les plus étudiés
sont I’histamine, les leucotriénes (LT), I’endothéline-1, la composante du complément C5a,
la bradykinine, la prostaglandine (PG) D2 et le thromboxane A2. Ces médiateurs contribuent
au développement de ’HRB en induisant la contraction du muscle lisse. Plusieurs médiateurs
ont un effet synergique sur I’induction de la contraction. [187] De plus, ces spasmogenes
induisent, également un phénomene appelé force adaptation. La Force adaptation consiste
en un gain de force du muscle lisse lorsque celui-ci est longuement exposé aux spasmogenes.
[187] D’autres médiateurs, comme des cytokines présentes dans 1’asthme allergique,
influencent ’'HRB en n’induisant pas directement la contraction du muscle lisse, mais en

augmentant I’efficacité des spasmogénes (Figure 3, carré de droite, molécules en bleue). Par
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exemple, le TNF augmente I’effet contractile de 1’histamine, du LTDa4, de la bradykinine, de
la sérotonine et du thromboxane A2. [187]

TRENDS in Molecufar Medicine

Figure 5 Médiateurs surexprimés dans I’asthme allergique impliqués dans ’HBR [187]

1.4.1.4 Les modéles animaux pour I’étude de I’asthme

La souris est ’animal le plus utilis¢ dans 1’étude de 1’asthme puisque son
systeme immunitaire est semblable a celui de 1’étre humain et que plusieurs variétés de souris
modifiees génétiquement sont disponibles. [190, 191] Les BALB/c et les C57BL/6j sont les
deux espéces de souris les plus souvent utilisées. Les deux espéces développent une réponse
de type Th2, toutefois, les BALB/c sont plus sensibles au développement d’'une HRB. Dans
ce mémoire, les C57BL/6j ont été utilisées puisque les souris déficientes pour le géne Cd34
(Cd347) disponibles au laboratoire ont été faites sur fond de C57BI/6j. [190, 192, 193]

Différents types d’allergénes peuvent étre utilisés pour le développement de 1’asthme

chez la souris. L’ovalbumine (OVA), une protéine dérivée des ceufs de poules, est un bon
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allergéne puisqu’elle induit une inflammation accrue et une hyperréactivité. Toutefois,
I’OVA est rarement impliquée dans 1’asthme chez ’humain. Un second inconvénient a
l'utilisation de I’OVA est que la réponse allergique a celui-Ci nécessite une période de
sensibilisation systémique en présence d’un adjuvant (hydroxyde d’aluminium) ce qui n’est

pas représentatif de la sensibilisation locale qui a lieu chez I’humain. [190, 194]

Un second allergéne couramment utilisé est 1’extrait d’acariens (House Dust Mite :
HDM). On retrouve les acariens un peu partout comme dans les lits et les tapis et il une étude
démontre qu’ils sont impliqués dans le développement de I’HRB de certains patients
asthmatiques. [194] Cet allergéne posséde aussi une activité protéolytique intrinséque le
rendant plus efficace pour engendrer une réponse allergénique que ’OVA. [194] En effet,
I’HDM contient des protéases qui dégradent 1’épithélium des voies respiratoires et ainsi
facilitent son entrée dans les tissus. [195] En plus d’induire une inflammation persistante et
une hyperréactivité, une période d’exposition de 5 a 7 semaines d’HDM occasionne un
remodelage des voies respiratoires, une augmentation du recrutement des éosinophiles et le

développement d’une réponse de type Th2. [194]

Plusieurs cellules sont impliquées dans la composante inflammatoire de 1’asthme
allergique. Dans ce mémoire, deux de ces cellules seront etudiees plus en profondeur soit les

mastocytes et les éosinophiles.

1.4.2 Les mastocytes

Identifiés pour la premiére fois en 1878 par Paul Ehrlich, [196] les mastocytes sont
des cellules immunitaires impliqués dans I’homéostasie tissulaire, la défense de 1’hote contre
les pathogenes, la cicatrisation, mais également dans la pathologie de 1’asthme, des maladies
d’hypersensibilité et des mastocytoses. [19] Ils se retrouvent dans la majorité des tissus, plus
particuliérement, en association avec les vaisseaux sanguins et 1’épithélium. [12, 19] Ils
contiennent des granules et expriment le CD117 ou cKIT, le récepteur du stem cell factor
(SCF), le FceRl, un récepteur de I’IgE et le CD34. [19]
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1.4.2.1 Développement des mastocytes

Les mastocytes dérivent de la moelle osseuse de progéniteurs multipotents (MPPs)
qui se différencient en CMPs qui, a leur tour, se différencient en progéniteurs de
granulocyte/monocyte (GMPs). Finalement, les GMPs donnent naissance aux progeniteurs
de mastocytes immatures (MCps). [197-200] Les MCps, qui n’expriment pas le FceRI et qui
contiennent peu ou pas de granules [198, 201] entre en circulation dans le sang, puis maturent
en mastocytes une fois a I’intérieur des tissus. Ce développement est dependant des facteurs
de transcriptions PU.1 [202] et Signal transducer and activator of transcription 5 (STAT5)
[203] et du facteur de croissance SCF. [204, 205] Une fois matures, les mastocytes ont une
longue durée de vie. Ainsi, ils ne doivent pas étre continuellement remplacés par des
nouveaux progéniteurs comme les DCs. De plus, I’augmentation du nombre des mastocytes
dans un tissu lors de I’inflammation n’est pas due a une grande migration de nouveaux MCps,

mais plutdt a la division a I’intérieur du tissu d’une petite quantité de nouveaux MCps.[199]
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Figure 6 Origine et développement des mastocytes [201]

1.4.2.2 Activation des mastocytes
Les mastocytes sont majoritairement activés par la liaison d’IgE, liés a un ag, a leurs

récepteurs FceRI. Ils peuvent également étre activés par des molécules du complément, des
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IgG et des molécules liant des récepteurs de type Toll. [206, 207] Une fois activeés, les
mastocytes sécrétent trois types de médiateurs, soit des médiateurs déja préformés retrouvés

dans leurs granules, des médiateurs lipidiques nouvellement formés et des cytokines. [19]

Les médiateurs préformés incluent [’histamine, des sérines protéases, la
carboxypeptidase A et des protéoglycanes. A la suite de la fusion des granules avec la
membrane plasmique des mastocytes, ces médiateurs sont relachés dans 1’environnement.
L’histamine est un médiateur chimique qui, selon les récepteurs qu’elle active, induit une
contraction des bronches, une vasodilatation ou une sécrétion de mucus. [208] La tryptase
est une sérine protéase exclusivement retrouvée dans les granules des mastocytes. Elle
favorise 1’accumulation de cellules inflammatoires en induisant la sécrétion d’IL-8, un
chimioattractant, et en augmentant 1’expression ICAM-1 sur les cellules épithéliales. [209]

Elle stimule également la synthese de collagene par les fibroblastes. [175]

A la suite de I’activation des mastocytes, plusieurs médiateurs lipidiques sont
rapidement synthétisés a partir de 1’acide arachidonique, dont la PGDy, différentes LT tels
que LTB4 et LTC4 ainsi que des leucotrienes cystéinés (CysLT). Les CysLT et PGD; ont
aussi un effet bronchoconstricteur sur le muscle lisse et recrutent les éosinophiles et les
basophiles. [19]

Les cytokines sécrétées par les mastocytes sont entre autres le TNF-a, I’IL-3, I’TL-4,
I’'IL-5, I’IL-13, I’IL-16, 11-6 et le GM-CSF. [19] Ces cytokines permettent 1’activation des
leucocytes au site inflammatoire. [12] Le TNF-a, 1l-4 et 1lI-13 augment 1’expression de
molécules d’adhésion par les cellules endothéliales. [22] L’IL-5, I’IL-16 et le GM-CSF
favorisent la migration de cellules immunitaires au site d’inflammation. Finalement, 1’IL-4
sécrété par les mastocytes est impliqué dans 1’induction des Th2 et la production d’IgE par
les lyB. [12]

1.4.2.3 Roles des mastocytes dans I’asthme
Les mastocytes sont grandement impliqués dans la pathologie de I’asthme. Ils
contribuent aux trois grandes caractéristiques de la maladie soit I’inflammation chronique, le

remodelage et ’HRB. Leur implication dans I’inflammation consiste a sécréter des cytokines
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et des médiateurs lipidiques qui recrutent des cellules immunitaires au poumon, dont les
¢osinophiles qui sont des joueurs majeurs dans la pathologie de 1’asthme. [12, 19] lls
sécrétent également de I'II-4 qui augmente la réponse Th2 induite par I’inhalation
d’allergénes. [12] Une infiltration de mastocytes dans 1’épithélium bronchique et dans le
muscle lisse des voies respiratoires est observée dans 1’asthme. [210] Dans 1’épithélium, les
mastocytes jouent un réle dans I’hyperplasie des cellules a gobelets puisque certains de leurs
médiateurs, comme 1’histamine, induisent la sécrétion de mucus. [211] Au niveau du muscle
lisse, les mastocytes jouent différents roles. Plusieurs médiateurs sécrétés par les mastocytes
ont un effet bronchoconstricteur. [19] La tryptase induit la sécrétion de TGFp par le muscle
lisse ce qui recrute d’autres mastocytes au muscle lisse. [212] La chymase, un autre médiateur
retrouvé dans les granules des mastocytes, dégrade la matrice extracellulaire du muscle lisse.
[213] Les mastocytes sont également impliqués dans 1’activation des fibroblastes qui cause
une déposition accrue de protéines de la matrice extracellulaire. [171, 175] Ces différentes
fonctions des mastocytes dans 1’asthme induisent le remodelage des voies respiratoires et

I’HRB.

1.4.3 Les éosinophiles

Peu de temps aprés la découverte des mastocytes, le chercheur Paul Ehrlich a
également fait la découverte des éosinophiles. [214] Les éosinophiles sont des cellules
immunitaires reconnues pour leur implication dans I’immunité contre les parasites,
I’homéostasie tissulaire et dans 1’asthme. Ils se retrouvent principalement au niveau des
mugqueuses, en particulier celle du systéme digestif, et dans quelques organes lymphoides.
[28] Les éosinophiles n’expriment pas de marqueurs spécifiques, mais la combinaison de
différents marqueurs permet de les identifier en cytométrie. Par exemple, les éosinophiles
expriment le récepteur de I’IL-5, le CCR3, le Siglec-8(humain)/Siglec-F(souris) et le CD34.
Ils peuvent également étre identifiés par des traits morphologiques distinctifs tels que la
présence d’un noyau bilobé et des granules qui prennent une couleur rosée a la suite d’une

coloration a I’éosine. [215]
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1.4.3.1 Développement des éosinophiles

Tout comme les mastocytes, les éosinophiles dérivent des CMPs de la moelle osseuse.
Les CMPs se différencient en progéniteurs d’éosinophiles (EoP) qui, a leur tour, se
différencient en éosinophiles matures. [215] Le développement des éosinophiles est
dépendant des facteurs de transcriptions suivant: CCAAT-enhancer-binding proteins
(C/EBP), [216] GATA-1 [217] et PU.1 [218] et des cytokines IL-5, IL-3 et GM-CSF. [19]
Un réservoir d’éosinophiles matures se forme a I’intérieur de la moelle osseuse,
contrairement aux mastocytes qui sont seulement matures une fois aux tissus, et les

éosinophiles sont relachés dans la circulation sanguine a la suite d’une activation. [219]

1.4.3.2 Activation d’éosinophiles

Les ¢€osinophiles n’ont pas de voie d’activation majeure comme les mastocytes. Ils
peuvent étre activés par des 1gG, des IgA, des chimiokines de type CC, des motifs
moléculaires associés aux pathogenes (PAMP), le facteur d’activation plaquettaire (PAF) et
certaines cytokines comme I’'IL-5, I'IL-3 et le GM-CSF. [19] Une fois activés, les
éosinophiles peuvent sécreéter trois types de médiateurs soit des protéines cationiques et des
cytokines préformées dans les granules et des lipides nouvellement synthétisés. [220, 221]
Les protéines cationiques majeures sont la protéine basique majeure (MBP), [222] la protéine
cationique de I'éosinophile (ECP), [223] la peroxydase de I'éosinophile (EPO) [224, 225] et
la neurotoxine dérivée de I'éosinophile (EDN). [226, 227] La MBP est la protéine le plus
abondante des granules. Elle joue un role dans I’immunité antiparasitaire et dans
I’asthme.[19, 222] L’EDN et I’ECP dégradent I’ARN et présentent une toxicité pour les
parasites. [19, 223, 226, 227] L’EPO oxyde des halogénures afin de produire des dérivés
réactifs de I'oxygéne bactéricides. [19, 224, 225]

Les éosinophiles contiennent plusieurs cytokines dans leurs granules dont 1’11-4, I’TL-
3T'IL-5, I'TL-13, et le TNF-a. L’IL-5 et I’T1-3 activent les autres éosinophiles présents au site
inflammatoire et I’IL-4 et I’[L-13 participent a I’induction de Th2. [19]
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Les lipides produits par les éosinophiles sont, entre autres, le LTCa, la PGEy, le
thromboxane et le PAF. Plusieurs lipides sécrétés par les eosinophiles induisent une

bronchoconstriction. [19]

1.4.3.3 Roles des éosinophiles dans I’asthme

Les éosinophiles, tout comme les mastocytes, sont des joueurs majeurs dans le
développement de 1’asthme. Ils sont trés importants dans le maintien de 1I’inflammation
puisqu’ils sécrétent des cytokines qui activent les différentes cellules inflammatoires
présentent au poumon. [19, 29, 30] De plus, ils jouent un réle majeur dans le développement
de la réponse Th2 caractéristique de 1’asthme. En effet, les éosinophiles sécretent des
cytokines immunomodulatrices de type Th2, interagissent avec les DCs immatures, inhibent
le développement des Thl et possedent des capacités pour présenter les ag. [28] Les
éosinophiles sont également impliqués dans le remodelage des voies respiratoires puisqu’ils
sécretent plusieurs lipides qui induisent une bronchoconstriction et des protéines cationiques
qui altérent I’épithélium. [168, 169] Les éosinophiles favorisent la prolifération des cellules

du muscle lisse [228] et sécrétent des cytokines fibrogenes. [229]

Les mastocytes et les éosinophiles expriment le CD34 et sont impliqués dans I’asthme
allergique ou ils augmentent I’inflammation et induisent la contraction du muscle lisse et le
remodelage de voies respiratoires. L’impact du CD34 sur ces fonctions demeure inconnu et

sera étudié dans ce mémoire.

1.44 Le CD34

Les sialomucines sont des protéines transmembranaires et sont fortement glycosylées.
Leur principale fonction connue est d’agir en tant que molécule d’adhésion. Elles sont
divisées en différentes familles dont les membres ont des caractéristiques similaires. [230]
Le CD34 posséde une partie extracellulaire hautement glycosylee et sialylée ce qui lui
conféere une charge négative. Malgré une partie intracellulaire, aucun ligand ni signalisation

intracellulaire ne sont encore connu pour le CD34. [230] Il est principalement reconnu pour
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étre un marqueur des cellules souches hématopoiétiques, toutefois, il est également retrouvé
chez les cellules vasculaires endothéliales et sur les cellules mésenchymateuses et stromales.
[231] De plus, le CD34 a été observé chez les cellules satellites ainsi que chez une population
de progéniteurs fibroadipogéniques retrouvés dans le muscle. [232] Finalement, il est aussi
retrouvé a la surface de plusieurs cellules matures dont les mastocytes [233], les éosinophiles
[234], les cellules de la microglie [235] et les DCs. [236, 237] L’expression du CD34 est

réversible et dépendante du statut d’activation des cellules. [238]

1.4.4.1 Réles connus du CD34

Plusieurs fonctions sont connues pour le CD34. Elles sont différentes selon le type
cellulaire qui I’exprime et elles peuvent étre contradictoires. Il est impliqué dans la
prolifération et la différenciation cellulaire, dans I’adhésion, le trafic cellulaire et dans

certaines pathologies inflammatoires.

1.4.4.1.1 Prolifération des cellules hématopoiétiques
Le CD34 est impliqué dans la prolifération des cellules souches hématopoiétiques.

En effet, chez des souris Cd34™, les précurseurs de cellules hématopoiétiques proliférent
moins bien que celles des souris sauvages (wild type (WT)). De plus, le phénotype peut étre
renversé par la transfection de Cd34 pleine longueur, ce qui confirme son réle dans le
phénomene.[236]

1.4.4.1.2 Inhibition de la différenciation de cellules hématopoiétiques
Lorsque le role du CD34 a été étudié sur une lignée cellulaire de myoblastes M1, on

lui a plutét trouvé un role d’inhibition de la différenciation. Les myoblastes se différencient
en macrophages a la suite d’une exposition a certaines cytokines telles que 1’IL-6 ou LIF. Par
contre, leur différentiation en macrophages est inhibée suivant 1’ajout de CD34 ectopique.
[239] Cette fonction est toutefois mitigée puisqu’elle n’a été observée que chez cette lignée

cellulaire et en contexte plus ou moins « naturel » (ajout de CD34 ectopique).
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1.4.4.1.3 Molécule d’adhésion sur les high endothelial veinules (HEV)
Le CD34 favorise I’adhésion des lymphocytes sur 1’endothélium vasculaire dans les

tissus lymphoides. En effet, le CD34 exprimé par les HEV contient, via une modification
post-transcriptionnelle, une structure de glycan nommé Sialyl Lewis X qui est le ligand de la
L-sélectine exprimée par les lymphocytes. Ainsi, en contenant le Sialyl Lewis X, le CD34
permet I’adhésion des lymphocytes aux HEV. [230, 231]

1.4.4.1.4 Inhibition des adhésions non-spécifiques
Lorsque le CD34 n’est pas modifié par le Sialyl Lewis X, il inhibe les adhésions non

specifiques. En fait, la charge négative de la partie extracellulaire du CD34 empéche, par
répulsion, que deux cellules qui expriment le CD34 se collent ensemble. [240] Cette fonction
a été démontrée chez des mastocytes dérivés de la moelle osseuse de souris Cd34” qui, in
vitro, ont tendance a former des amas. [241, 242] De plus, 1’expression du CD34 a la surface
de I’endothélium vasculaire permet de diminuer les adhésions non-spécifiques avec les

cellules hématopoiétiques circulantes. [240]

1.4.4.1.5 Trafic cellulaire
L’importance du CD34 dans le trafic cellulaire a ét¢ démontrée chez plusieurs types

cellulaires. Tout d’abord, une absence du CD34 perturbe le potentiel de migration des
progeniteurs hématopoiétiques. [243] Ensuite, une diminution du nombre de mastocytes et
d’¢osinophiles recrutés au poumon en contexte d’asthme est observée chez les souris
Cd347. [244] Une absence du CD34 entraine aussi une altération de la migration des DCs au
LN en contexte d’alvéolite allergique extrinseque (AAE). [237] Finalement, le CD34 semble

important dans la migration des cellules satellites au muscle. [232]

1.4.4.1.6 Pathologie inflammatoire
Le CD34 semble jouer un réle dans certaines pathologies inflammatoires. En effet, il

semble avoir un rdle protecteur dans I’asthme et I’AAE en affectant la migration des cellules
alors que dans D’arthrite, il exacerbe plutot I’inflammation en augmentant la perméabilité

vasculaire. [245]
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1.4.4.2 Implication du CD34 dans I’asthme allergique

Dans I’asthme, le CD34 est impliqué au niveau inflammatoire puisqu’une diminution
du nombre de mastocytes et d’éosinophiles recrutés au poumon en contexte d’asthme est
observée chez les souris Cd34". L’impact de ’expression du CD34 sur la migration des
éosinophiles dans 1’asthme est bien étudié. En effet, différentes méthodes ont été utilisées
afin de déterminer le nombre d’éosinophiles au poumon chez les souris Cd347 exposées a
un allergene et il a eté démontré que les éosinophiles demeurent dans le sang de ces souris.
[244] Toutefois, une seule méthode a été utilisée pour déterminer le nombre de mastocytes
au poumon chez les souris Cd34™, ainsi, 1’impact de I’expression du CD34 sur la migration
des mastocytes demande d’avantages d’analyse. Le CD34 semble également important dans
le développement de I’HRB. En effet, une perte de la réactivité du systéme respiratoire en
réponse a la méthacholine suivant une exposition a ’OVA a été observée chez les souris
Cd347 (comparativement aux souris Cd34” naives) (Figure 6a). [244] Une seconde étude
démontre que la perte de réactivité est également observée suivant une exposition au HDM
(Figure 6b). [246]
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Figure 7 Reactivité du systéme respiratoire a des doses croissantes de méthacholine, chez
des souris WT et Cd34" ayant développé I’asthme allergique expérimental A) a I’ovalbumine
et B) a ’'HDM [244, 246].
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Une premiére hypothése a été étudiée afin d’expliquer cette perte de réactivité soit le
muscle lisse. En effet, I’hyperréactivité du systéme respiratoire est majoritairement causée
par la contraction excessive du muscle lisse [185] et le CD34 est exprimé par les progéniteurs
de celui-ci. [232] Ainsi, I’implication du CD34 dans la formation et le remodelage du muscle
lisse pourrait affecter sa contraction. Toutefois, aucune différence de contraction n’a été
observée entre des trachées de souris WT et Cd347 (Figure 6). [246] Ainsi, les mécanismes
derriere la perte de réactivité du systeme respiratoire en absence de CD34 comparativement
aux souris WT exposées a un allergéne, voire méme aux souris Cd34” naives, demeurent

inexpliqués.
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Figure 8 Capacité de contraction de trachées WT et Cd34 exposées ou non au HDM en

réponse a des doses croissantes de méthacholine. [246]

Dans ce mémoire, I’impact du CD34 dans la composante inflammatoire de 1’asthme
allergique sera approfondi afin d’expliquer cette perte de réactivité. En effet, le CD34 est
exprimé par les mastocytes et les éosinophiles, deux cellules centrales dans le développement
de I’asthme allergique et impliquées dans le développement de ’HRB. Plus précisément,
I’impact du CD34 sur les fonctions des mastocytes et des €¢osinophiles en contexte d’asthme

allergique sera étudié.
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Chapitre I1: Problematiques, hypotheses et
objectifs

Le maintien de I’homéostasie pulmonaire est influencé par une trés grande quantité
de cellules dont certaines résident au poumon, comme les DCs et les mastocytes, et d’autres
y migrent en contexte inflammatoire, comme les éosinophiles. Chacune de ces cellules
exprime a sa surface plusieurs molécules qui sont essentielles aux différentes fonctions des
cellules. La plupart de ces molécules exercent plusieurs fonctions distinctes pour une méme
cellule et, parfois, différentes fonctions selon le type de cellules qui I’exprime ou le contexte
inflammatoire. De plus, I’inflammation peut moduler 1’expression de certaines de ces
molécules et cette modulation peut influencer les fonctions de la cellule. Toutefois pour
certaines molécules de surface, leurs fonctions ne sont pas toutes connues, comme pour le
CD103 et le CD34.

Le CD103 est exprimé par une population de DCs qui est grandement impliquée dans
I’inflammation pulmonaire en y jouant plusieurs roles distincts. En effet, selon
I’environnement inflammatoire, les DCs CD103" peuvent avoir des fonctions régulatrices ou
inflammatoires. [119, 120, 122-132] Toutefois, pour les DCs, le CD103 est surtout utilisé
comme marqueur de population et son influence sur leurs fonctions demeure inconnue. De
plus, il a récemment été démontré que I’expression du CD103 pouvait étre modulée a la
surface des DCs (Figure 4). Toutefois, les populations de DCs sur lesquelles le CD103 est
modulé ainsi que I’impact de cette modulation sur les fonctions des DCs et sur la réponse

immunitaire demeurent inconnus.

Le CD34 est une molécule exprimée a la surface des éosinophiles et des mastocytes,
des cellules inflammatoires impliquées dans I’asthme. En plus d’étre impliqué dans
I’adhésion [240-242] et le trafic cellulaire de ces cellules [232, 237, 243, 244], le CD34 est
impliqué dans la réactivit¢é du systéme respiratoire en contexte d’asthme allergique
expérimental. En effet, une perte de réactiviteé du systeme respiratoire est observee chez les
souris Cd34” exposées a un allergéne comparativement aux souris WT et Cd34” naives

(Figure 6). [244, 246] Toutefois, cette perte de réactivité n’est pas causée par un défaut
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intrinséque du muscle lisse en absence du CD34 (Figure 7). [246] L’inflammation est une
composante importante de 1’asthme et peut étre impliquée dans ’HRB. [181, 187, 188]
Notamment, les mastocytes et les éosinophiles recrutés au poumon sécrétent des
spasmogeénes qui induisent une contraction du muscle lisse et participent au remodelage des
voies respiratoires. [19, 168, 169] Le CD34 est exprimé par ces cellules et influence
I’inflammation dans I’asthme en affectant leur migration. [244] Toutefois, I’impact du CD34
sur la migration des mastocytes est trés peu étudié. De plus, I’impact du CD34 sur la fonction

de dégranulation des mastocytes et des éosinophiles dans 1’asthme reste inconnu.

L’hypothése générale de ce mémoire est que 1’expression et la modulation de deux
molécules de surface, le CD103 et le CD34, affectent les fonctions de cellules qui I’expriment

dans le contexte de I’immunité pulmonaire.

Obijectif A: Depuis la découverte de la modulation de I’expression du CD103 a la
surface des DCs, nous pensons que cette modulation pourrait expliquer la grande plasticité

fonctionnelle des DCs CD103". Ainsi, Ihypothése| spécifique de cette étude est que la

modulation de I’expression du CD103 s’effectue spécifiqguement sur les DC1 et affecte leur
migration et leur capacité d’adhésion. L’objectif principal est de déterminer I’impact de la
modulation de I’expression du CD103 sur certaines fonctions des DC1 dans I’immunité

innée. Les sous-objectifs sont :

1. Vérifier que le GM-CSF, le LPS et le TNF modulent 1’expression du CD103 sur
les DC1 et non sur les DC2.

2. Vérifier si la modulation de I’expression du CD103 affecte les principales
fonctions des DCs, soit I’activation des 1yT, la migration aux LN et I’adhésion a

I’épithélium.

Objectif B: L’HRB est influencé par la fonction du muscle lisse, sa structure ainsi que
I’inflammation pulmonaire. [189] Puisque tres peu de différences sont observées sur le
muscle lisse entre les souris WT et Cd34” [246], nous nous sommes intéressées a
I’inflammation pulmonaire. Ainsi, I’hypothése spécifique de cette étude est que 1’expression
du CD34 est nécessaire a la localisation et a la dégranulation des mastocytes et des

¢osinophiles. L’objectif principal est de déterminer I’influence de 1’expression du CD34 sur
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certaines fonctions des mastocytes et des €osinophiles dans I’immunité de 1’asthme. Les sous-

objectifs sont :

1. Déterminer le nombre de mastocytes au poumon de souris WT et Cd34” exposées
au HDM.

2. Déterminer I’impact de 1’ajout de dégranulats de mastocytes et d’éosinophiles de
souris WT et Cd347 sur la contractilité du muscle lisse.

3. Caractériser la dégranulation de mastocytes et d’éosinophiles de souris WT et
Cd34".

4. Analyser in vivo la production de lipides chez des souris WT et Cd347 salines ou

exposées au HDM.
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Chapitre I11: Matériels et méethodes

3.1 Souris utilisées

Les souris ont été hébergees au Centre de recherche de I'Institut Universitaire de
Cardiologie et de Pneumologie de Québec pour toute la durée des expérimentations. Chaque
protocole a été approuvé par des comités d’éthiques locales et respect les lignes directrices
du Conseil canadien de protection des animaux. Pour les différents protocoles, des souris
Cd34** (WT) et Cd347 agées entre 6 & 8 semaines ont été utilisées. Les souris WT et
Cd347 étaient recroisées avec des souris C51BI/6 & toutes les huit générations. Toutes les
souris ont été euthanasiées par surdose d’un mélange de kétamine (100 mg/kg) et de xylazine

(10 mg/kg) injecté de facon intrapéritonéale.

3.2 Etude de ’impact de la modulation de ’expression du
CD103 par le LPS et le TNF sur des fonctions des DCs

3.2.1 Culture de cellules B16-FLT3L et modeéle in vivo
d’expansion de DCs

Les cellules B16 surexprimant le FIt3L (données par le Dr Kelly McNagny) ont été
cultivées dans du milieu Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) avec 10% de
sérum feetal bovin (FBS). Le milieu des cellules était changé jusqu’a confluence soit environ
4 jours. Les cellules ont été re-suspendues dans de la solution saline stérile a une

concentration de 40x10° cellules/mL.

Le FIT3L étant essentiel au développement des DCs, ’injection de cellules B16
surexprimant le FIt3L chez des souris induit un grand nombre de DCs dans divers tissus, dont

la rate et le poumon. 5x10° cellules dans 125uL ont été injectées sous-cutané de chaque coté
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du bas du dos de souris, tel que décrit préalablement. [247, 248] Lorsque les mélanomes ont
eu atteint un diameétre d’environ 1 cm (environ 3 semaines apres 1’injection), les souris ont
été euthanasiées et leur rate récoltée. Les rates ont été ecrasées puis filtrées avec un filtre de
70um et une lyse des globules rouges a été effectuée a 1’aide de chlorure d’ammonium
(0.420g NaHCO3, 4.01g NH4CI et 0.182g EDTA pour 500mL d’cau distillée) pendant 20
secondes. Ensuite, les DCs ont été isolées par sélection négative en utilisant le EasySep
Mouse pan-DC Enrichment Kit tel que décrit par le manufacturier (StemCell Technologies,

Vancouver, BC, Canada).

3.2.2 Stimulation et migration des DCs isolées

3x10° DCs isolées ont été suspendues dans 3mL de milieu Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 complet (RPMI 1640 supplémenté de 10% de FBS, 1 % de sodium
pyruvate, et 40 uM de B-mercaptoéthanol) et stimulées 18h avec 10ng/mL de GM-CSF
(Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) et 10ng/mL de LPS (Sigma, Oakville, ON, Canada) selon
deux conditions soit GM-CSF seul ou GM-CSF avec LPS. Pour la stimulation, des plaques
6 puits non-adhérentes ont été utilisées. A la suite de la stimulation, les cellules ont été
récoltées et 2.5x10° cellules ont été suspendues dans 500uL de milieu complet avec 20ng/mL
de GM-CSF et 20ng/mL de LPS en respectant les mémes conditions et ont été déposées dans
un insert de 3um. Celui-ci a été déposé dans une plaque 24 puits dont chaque puits contenait
500 pL de milieu complet avec différentes concentrations de SDF-1 (CXCL12) (AbLab
Technologies, Vancouver, BC, Canada), soit OnM, 1nM, 10nM et 100nM. Aprés 18 heures
d’incubation a 37°C, les cellules dans les inserts et les cellules dans les puits ont été récoltées
et comptées. Les résultats sont exprimés en ratio du nombre de cellules dans le puits sur le

nombre de cellules dans I’insert.

3.2.3 Stimulation et analyse en cytométrie des DCs isolées

6x10° DCs isolées ont été suspendues dans 3mL RPMI 1640 complet et stimulées 18h
avec 10ng/mL de GM-CSF, 10ng/mL de LPS, et 10ng/mL de TNF (Peprotech, Rocky Hill,
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NJ, USA) selon quatre conditions soit sans aucun réactif, avec GM-CSF seul, avec GM-CSF
et LPS et avec GM-CSF et TNF. Pour la stimulation des plaques 6 puits non adhérentes ont
été utilisees. Les cellules ont été récoltées puis suspendues dans 200uL de tampon de
marquage (500mL de tampon phosphate salin (PBS) et 5mL de FBS) dans une plaque 96
puits. Apres centrifugation, les cellules ont été suspendues dans 25uL de FcBlock (clone93)
(BioLegend, San Diego, CA, USA) et 25uL de marquage primaire et incubées a 4°C pour 20
minutes. A la suite de lavages avec du tampon de marquage, les cellules ont été suspendues
dans 50uL d’anticorps secondaire et incubées a 4°C pour 20 minutes. Les anticorps utilisés
étaient: anti-CD11b-Pe/Cy7 (clone N418), anti-CD103-PE (clone M290), anti-CD86-biotin
(clone GL1), anti-CD11c-APC (clone HLA), anti-CD80-biotin (clonel6-10A1) (BD
Biosciences, Pharmingen, San Diego, CA, USA), anti-E-Cadherin-biotine (clone DECMA-
1) (eBioscience, San Diego, CA, USA); anti-MHC-I1-Pac-Blue (clone M5/114.15.2), anti-
CD11c-PerCP (clone, anti-CD197-AF647 (clone 4B12), anti-XCR1-BV650 (clone ZET),
anti-CD40-PE/Cy7 (clone 3/23) (BioLegend, San Diego, CA, USA).

3.3 Etude de ’impact du CD34 sur des fonctions des
mastocytes et des éosinophiles dans I’asthme allergique

3.3.1 Analyse en cytométrie du nombre de mastocytes au
poumon en contexte d’asthme chronique

3.3.1.1 Modé¢le d’asthme chronique au HDM

Des souris WT et Cd347-ont été exposées a 50 uL d’HDM (GREER, Lenoir, NC,
USA) 1lug/mL de facon intranasale trois fois par semaines pendant cing semaines. Les
instillations étaient effectuées aux deux jours soit, lundi, mercredi et vendredi. Des souris
WT et Cd34” contrdles ont été exposées a 50 pL de saline. Les souris ont été euthanasiées

24 heures apres la derniére instillation.
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3.3.1.2 Isolement des leucocytes du poumon

Le poumon a été prélevé et digéré, avec une solution de 12.5 pg/mL de Collagénase
IV (Sigma, Oakville, ON, Canada) et de 0.5mg/mL de DNase (Sigma, Oakville, ON,
Canada), 45 minutes a 37°C. Apres la digestion, les poumons ont été filtrés avec un filtre de
70um et une lyse des globules rouges a été effectuée a 1’aide de chlorure d’ammonium tel

que décrit précédemment.

3.3.1.3 Cytométrie en flux des leucocytes isolés

Les cellules ont été ensuite marquées tel que décrit précédemment avec les anticorps
suivants: anti-CD45-PerCP (clone 30-F11), anti-CD34-APC (clone MEC14.7), anti-B220-
APC/Cy7 (clone RA3-6B2), anti-CD90.2-AF700 (clone 30-H12), anti-CD117-PE/Cy7
(clone 2B8) et anti-FceRI1-PB (BioLegend, San Diego, CA, USA).

3.3.2 Culture de mastocytes (BMMCs) et d’éosinophiles
(BMEos) derivés de la moelle osseuse

3.3.2.1 Récolte de la moelle osseuse

La moelle osseuse qui a été utilisée pour la culture cellulaire de mastocytes et
d’éosinophiles provenait de pattes de souris WT et Cd34” naives. A la suite de I’euthanasie
des souris, les pattes inférieures ont été récupérées et nettoyées pour obtenir le tibia et le
fémur. Les extrémités des 0s ont été coupées et une seringue de 25G contenant du PBS a été
insérée a I’intérieur de 1’os afin de récupérer la moelle osseuse. Une lyse des globules rouges
a été effectuée a I’aide de chlorure d’ammonium tel que décrit précédemment puis les cellules

de la moelle ont été filtrées avec un filtre de 70um.

3.3.2.2 BMMCs

Pour la culture des mastocytes, toutes les cellules récoltées provenant d’une souris
ont été mises en culture avec 10mL de milieu d’enrichissement soit RPMI 1640 avec 10% de

FBS, 5x10°M de B-mercaptoéthanol et 5ng/ml d’IL-3 (StemCell Technologies, Vancouver,
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BC, Canada) dans un flacon T75. Le lendemain de la mise en culture, les cellules ont été
transférées dans un nouveau flacon et 5mL de nouveau milieu a été ajouté. Ensuite, le milieu
et le flacon ont été changés au trois jours. L’obtention d’une culture de mastocytes prenait

quatre semaines et a été vérifiée a 1’aide du marquage en cytométrie décrit a la section 3.3.1.3

3.3.2.3 BMEos

Pour la culture des éosinophiles, toutes les cellules récoltées provenant d’une souris
ont été mises en culture avec 10mL d’un premier milieu d’enrichissement soit RPMI 1640
avec 20% de FBS, 5x10°M de B-mercaptoéthanol et 100ng/ml de FIt3L (Peprotech, Rocky
Hill, NJ, USA) et 100ng/mL de SCF (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) dans un flacon T75
pour quatre jours. Ensuite, le milieu a été changé pour un deuxiéme milieu d’enrichissement
soit RPMI 1640 avec 20% de FBS, 5x10°M de B-mercaptoéthanol et 10ng/ml d’IL-5
(Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA). La moitié du milieu IL-5 était changé a tous les jours a
partir du jour huit jusqu’au jour quatorze. L’obtention d’une culture d’¢osinophiles prenait
deux semaines et la pureté de la culture été vérifiée a 1’aide d’une coloration différentielle de
type H&E [249] et le marquage en cytométrie. Le marquage a été effectué tel que décrit
précédemment en utilisant les anticorps suivants: anti-SiglecF-BV711 (clone E50-2440) (BD
Biosciences, Pharmingen, San Diego, CA, USA), anti-CCR3-PE (clone 83101), anti-CD45-
APC-Cy7 (clone 30-F11) (BioLegend, San Diego, CA, USA).

3.3.3 Impact des dégranulats de BMMCs et de BMEos sur la
contraction de trachées

3.3.3.1Dégranulation des BMMCs

Pour sensibiliser les mastocytes, 2x10° BMMCs ont été suspendus dans 5mL de
milieu (RPMI 1640 avec 10% de FBS, 5x10°M de B-mercaptoéthanol et Sng/ml d’IL-3) dans
un T25 auxquels est ajouté 1pug/mL d’anti-DNP (Sigma, Oakville, ON, Canada). Le tout a
été incubé a 37°C pour 24 heures. La dégranulation a été, par la suite, effectuée dans du Krebs
(112mM NaCl, 5,0 KCI, 1,0mM KH2POg4, 1,2mM MgS0O4-7H,0, 29,8mM NaHCO3 1,1mM
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glucose et 0,25mM CaCl>-H20), une solution physiologique, pour étre utilisée avec les bains
d’organe. Les cellules sensibilisées ont été suspendues dans un T25 avec 3mL de Krebs chaud
et incubées cing minutes dans un bain-marie a 37°C. Puis, 20ug/mL de 11-DNP-OVA
(Biosearch Technologies, Novato, CA, USA) a été ajouté et I’incubation a été poursuivie
pour 30 minutes supplémentaires. Le surnageant a été récupéré et conserve pour les bains

d’organe.

3.3.3.1.2 Dosage de la p-hexosaminidase
L’efficacité de la dégranulation des mastocytes a été vérifiée par dosage de la B-

hexosaminidase, un produit de dégranulation des mastocytes. Pour ce faire, 50uL du
surnageant de dégranulation de chaque culture de mastocytes a été prélevé et mélangé avec
50uL d’une solution 1x (1L de la solution mere dans 99uL de tampon citrate) de la solution
meére du substrat de la B-hexosaminidase (0.0038g de 4-methylumbelliferyl N-actyl-8-D-
glucosaminide (Sigma, Oakville, ON, Canada) dans 100uL de diméthylsulfoxyde (DMSQ))
dans une plague 96 puits et incubé une heure a 37°C. La réaction a été arrétée avec 100uL
de Tris-Base 10x et dosée a une longueur d’excitation de 360nm et d’émission de 450nm. La

quantité de B-hexosaminidase a été obtenue avec le rapport 360/450 nm.

3.3.3.2 Dégranulation de BMEos

Pour la dégranulation des BMEos, 2x10° cellules ont été suspendues dans 1mL de
Krebs dans un tube de 15mL auquel est ajouté 10uM de PAF (Sigma, Oakville, ON, Canada).
Le tout a été incubé 30 minutes a 37°C et le surnageant a été conservé pour les bains

d’organes.

3.3.3.2.1 Dosage de la peroxydase
L’efficacité de la dégranulation des éosinophiles a été vérifiée par dosage de la

peroxydase, un produit de dégranulation des éosinophiles. Toutefois, puisque celle-ci peut
adhérer sur les parois, le dosage devait se faire directement dans le contenant de

dégranulation. Ainsi, deux dégranulations de chaque culture étaient toujours effectuées en
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paralléle, 1’une pour les bains d’organe et 1’autre pour le dosage de la dégranulation. Pour le
dosage, 5x10° cellules ont été dégranulées dans 1mL de Krebs dans une plaque 6 puits. Aprés
la dégranulation, 1ImL d’une solution d’o-phenylene-diamine (OPD) (AMRESCO, Solon,
OH, USA) (800uL 5mM OPD dans 4mL 1M Tris (pH8.0), 5.2mL H,0 et 1.25uL H20, 30%)
a été ajouté directement dans les puits et incubé a température piéce pour 2 minutes. La
réaction a été arrétée avec 1’ajout de 500mL de 4M H2SOs4 et la quantité de peroxydase a été

obtenue par dosage a une longueur d’onde de 492nm.

3.3.3.3 Bains d’organes

Les bains d’organes ont été effectués en collaboration avec 1’équipe du Dr. Ynuk
Bossé. Les trachées de souris WT et Cd347 naives ont été récoltées et installées dans un bain
d’organe contenant 2mL de Krebs et ont été équilibrées a 1’aide de chocs électriques pour
une période de 30 minutes afin de vérifier leur viabilité. A la suite de I’équilibration, une
dose réponse a des concentrations croissantes de méthacholine (107 a 102 M) a été effectuée
pour déterminer quelle concentration permet d’avoir la plus belle contraction. Apres
plusieurs lavages, la trachée était contractée, avec la concentration de méthacholine
déterminée, dans 1mL de Krebs pendant cing minutes. Ensuite, 1mL de Krebs ou de
dégranulation de BMMCs WT ou Cd34” était ajouté dans le bain et laissé pendant 15
minutes. Les trois tests (ajout de Krebs, de dégranulat WT ou de dégranulat Cd347) ont été
faits sur chaque trachée en s’assurant de bien laver la trachée entre chaque test. Le méme
protocole a été effectué avec des dégranulations de BMEos WT et Cd34”. La force de

contraction était ensuite analysée pour les 20 minutes de chaque test.

3.3.4 Dosage de la production de lipides bioactifs dans I’asthme
par les BMMCs et les BMEos

3.3.4.1 Dégranulation des BMMCs et des BMEos

Pour sensibiliser les mastocytes, 2x10° cellules ont été suspendues dans 1mL de RPMI 1640
dans un tube de 15mL avec 1pg/mL d’anti-DNP et incubées a 37°C pour deux heures.
Ensuite, 20ug/mL de 11-DNP-OVA a été ajouté aux cellules et incubé 30 minutes dans un
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bain-marie. Afin d’induire la dégranulation des éosinophiles, 5x10° cellules ont été
suspendues dans 1mL de RPMI 1640 dans un tube de 15mL avec 3mM de calcium ionophore

et incubées a 37°C pour 30 minutes.

3.3.4.3 Dosage des lipides par spectrométrie de masse (MS)

500uL de méthanol a été ajouté aux échantillons dégranulés de BMMCs et de BMEOs
et congelé a -80°C pour 24 heures. L’extraction des lipides et leur analyse MS ont été
effectuées en collaboration avec I’équipe du Dr. Nicolas Flamand tel que décrit

préalablement [250]

3.3.5 Dosage in vivo de la production de lipides bioactifs dans
I’asthme en contexte d’asthme allergique

3.3.5.1 Modéle d’asthme aigu

Des souris WT et Cd34” - ont été exposées a 50 pL d’HDM Iug/mL de fagon
intranasale durant 10 jours consécutifs. Des souris WT et Cd34”- contrdles ont été exposées
a 50 pL de saline. Les souris ont été euthanasiées 24 heures aprés la derniére instillation.

3.3.5.2 Récupération des poumons et du sérum

Les poumons des souris ont été congelés dans 1’azote liquide puis transformés en
poudre a I’aide d’un mortier. 0.1mg de poumon a été pesé et conservé a -80°C jusqu’a
I’analyse des lipides en MS. Le sang des souris a été récupéré par ponction cardiaque puis
centrifugé 15 minutes a 500g. Le sérum a, ensuite, été recupéré et conservé a -80°C jusqu’a

I’analyse des lipides en MS.
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3.3.5.3 Dosage des lipides par spectrométrie de masse (MS)
L’extraction des lipides et leur analyse MS des échantillons de poumon et de sérum
ont été effectuées en collaboration avec 1’équipe du Dr. Nicolas Flamand tel que décrit

préalablement [250]

3.4 Statistique

Les résultats sont présentés + I'erreur type sur la moyenne (SEM). L’analyse
statistique ANOVA a été utilisée pour les analyses a comparaisons multiples et suivie par
Tukey’s multiple comparison test. Pour les analyses a comparaison simple, I’analyse

unpaired T test a été utilisée. Le seuil de significativité est de p < 0.05.

43



Chapitre 1V: Résultats

4.1 Etude de ’impact de la modulation de I’expression du
CD103 par le LPS et le TNF sur des fonctions des DCs

Notre laboratoire a récemment démontré que I’induction du CD103 par le GM-CSF
pouvait étre modulée par le LPS et le TNF. Toutefois, I’impact de cette modulation sur les
fonctions des DCs demeure inconnu. Ainsi, 1’objectif A de ce projet est de déterminer
I’impact de la modulation de I’expression du CD103 sur certaines fonctions des DC1 dans
I’immunité innée. Aprés avoir vérifié que la modulation du CD103 s’effectue sur la
population d’intérét, les trois principales fonctions des DCs ont été étudiées soit 1’activation

des 1yT, la migration au LN et I’adhésion a 1’¢épithélium.

4.1.1 Analyse de I’expression du CD103 sur les populations DC1
vs DC2

Les DC1 et les DC2 sont les deux sous-populations de cDCs. Les DC1 sont XCR1
positives et elles expriment le CD8a ou le CD103. Les DC2 sont Sirpa positive et elles
expriment ou non le CD11b. [105, 106] Puisque les deux sous-populations de cDcs
n’exercent pas les mémes fonctions, il était important de vérifier sur qu’elle(s) population(s)
le GM-CSF, le LPS et le TNF modulent le CD103. Les DCs stimulées ont été sélectionnées
en cytométrie en flux par une double expression des marqueurs CMHII et CD11c puis
divisées en quatre populations selon leur expression du CD103 et du XCR1 soit CD103"
XCR1* et CD103"XCR1" qui représentent les DC1 et CD103"XCR1 et CD103"XCR1 qui
représentent les DC2. (Figure 9A) Les résultats démontrent que les DCs isolées de la rate des
souris sont majoritairement CD103"XCR1" (56.8%) et qu’a la suite d’une exposition de 18
heures au GM-CSF, la majorité des DCs CD103"XCR1" deviennent CD103"XCR1" (41.4%).
La présence de LPS et de TNF avec le GM-CSF empéche la majorité des cellules CD103"
XCR1" de devenir CD103"XCR1*, dont le % n’augmente qu’a 13.6% et 10.7%

respectivement (Figure 9A). De plus, I’expression du CD103 n’est pas modulée sur les
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populations XCR1" (Figure 9B). Ainsi, le mod¢le de modulation de 1’expression du CD103
par le GM-CSF, le LPS et le TNF, module le CD103 sur les DC1 spécifiquement.

A

18h stimulation

FMO XCR1 FMO CD103 @ GM-CSF GM-CSF GM-CSF + LPS GM-CSF + TNF

CD103

SR ——

L . Bl CD103" XCR1*
' ¢ ¢ CD103” XCR1*
60 B cD103* XCR1
*° . CD103” XCR1"
o 40 by
2
20- & 2 t :
a a
a
GM-CSF 10 ng/ml - + + +
LPS 10 ng/ml 6= = + =
TNF 10 ng/ml - - = +

Figure 9 Mouvement des populations de DCs exprimant ou non le CD103 et/ou le XCR1.
Des DCs isolées de rates de souris ont été stimulées selon quatre conditions pour moduler
’expression du CD103 a leur surface. 6x10° cellules sont incubées 18 heures a 37°C en
présence d’aucun réactif, de GM-CSF seul, de GM-CSF avec LPS ou de GM-CSF avec TNF
a une concentration de 10ng/mL. Les DCs stimulées ont été sélectionnées en cytométrie en
flux par une double expression des marqueurs CMHII et CD11c puis divisées en quatre
populations selon leur expression du CD103 et du XCR1. A) exemple de modulation sous
forme de graphique de cytométrie et B) resultat de toutes les expériences. n=9 souris par

groupe. * p <0.05.
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4.1.2 Impact de la modulation du CD103 sur des fonctions des
DCs

Pour I’analyse de I’impact de la modulation du CD103 sur des fonctions des DCs, des
marqueurs de fonction ont été analysés en cytométrie en flux. Chaque marqueur de fonction
a été analysé a I’aide de la Mean Fluorescence Intensity (MFI) qui indique la quantité de
protéines exprimée sur chaque cellule analysée et non seulement le pourcentage de cellules
positives pour le marqueur. La MFI de chaque marqueur a été mesurée sur les DCs totales
puis sur les populations suivantes: les deux populations XCR1" et la population CD103"
XCR1". La population C103"XCR1" n’étant pratiquement pas existante (Figure 9), elle n’a

pas été etudiée.

4.1.2.1 Capacité d’activation des lyT: Expression du CD80, du CD86 et du
CD40

Pour I’activation des lyT, la capacité d’activation des DCs a été analysée en analysant
I’expression de molécules de co-stimulation soit le CD80, le CD86 et le CD40. Ces molécules
ont été choisies, car le CD80 et le CD86 fournissent aux lyT un signal nécessaire a leur

activation complete, alors que le CD40 augmente le niveau d’activation des DCs. [65-67]

L'expression du CD80 et du CD86 est augmentée sur les DCs totales a la suite de
I’exposition au GM-CSF et la présence de LPS et de TNF 1’augmente davantage (Figure 10.
A-l et B-1). L’expression du CD80 est majoritairement augmentée sur les cellules CD103"
XCR1 alors que I’expression du CD86 est majoritairement augmentée sur les populations
XCR1". En présence de LPS, les deux populations XCR1* expriment autant le CD80 et le
CD86. Toutefois, en présence de TNF, les cellules CD103*XCR1* expriment plus le CD80
et le CD86 que les cellules CD103"XCR1" (Figure 10 A-11 et B-Il). L expression du CD40
est augmentée sur les DCs totales en présence de LPS et de TNF (Figure 10 C-I). Elle est
plus élevée chez les cellules CD103"XCR1* en présence de LPS et égale chez les deux
populations XCR1" en présence de TNF (Figure 10 C-I1). Ainsi, les deux populations XCR1*
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expriment, indépendamment de I’expression du CD103, les molécules de co-stimulation soit

de facon équivalente, plus faiblement ou plus fortement selon les conditions.
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Figure 10 Expression du CD80, du CD86 et du CD40. Des DCs isolées de rates de souris
ont été stimulées selon quatre conditions pour moduler I’expression du CD103 a leur surface.
6x10° cellules sont incubées 18 heures a 37°C en présence d’aucun réactif, de GM-CSF seul,
de GM-CSF avec LPS ou de GM-CSF avec TNF a une concentration de 10ng/mL. Les DCs

stimulées ont été sélectionnées en cytométrie en flux par une double expression des
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marqueurs CMHII et CD11c puis divisées en quatre populations selon leur expression du
CD103 et du XCRL1. Puis I’analyse de A) I’expression du CD80, de B) I’expression du CD86
et de C) expression du CD40 a été effectuée. n=5 souris par groupe. Les résultats sont

représentatifs de deux expériences * p < 0.05

4.1.2.2 Migration: Réponse au SDF-1 et expression du CCR7

Pour la migration des DCs, la réponse au stromal cell-derived factor 1 (SDF-1), une
chimiokine, et I’expression du CCR7 le récepteur de chimiokines exprimé par les DCs
activées pour migrer au LN [32] ont été analysées.

Tout d’abord, un test de migration en réponse au SDF-1, une chimiokine impliquée
dans la migration des DCs [251], a été effectué avec des cellules stimulées avec du GM-CSF
seul et du GM-CSF avec LPS. Le pourcentage de cellules qui ont migré augmente en réponse
aux doses croissantes de SDF-1 et ce pourcentage est plus élevé pour les cellules stimulées
au GM-CSF avec LPS (Figure 11 A). Ce résultat démontre que la présence de LPS augmente
la migration des DCs. Toutefois, il n’est pas possible de conclure si I’expression du CD103
a un impact sur la migration puisque ce résultat n’indique pas quelle(s) population(s) a migré.
Pour tenter de répondre a cette question, I’expression du CCR7 a été analysée en cytométrie
en flux sur les différentes populations stimulées. L’expression du CCR7 est augmentée sur
les DCs totales en présence de LPS et de TNF (Figure 11 B-1). Ce résultat concorde avec le
résultat observé a la figure 11A. Lors de I’analyse des populations, une augmentation de
I’expression du CCR7 est observée, en présence de GM-CSF seul, chez les populations
CD103'XCR1* et CD103'XCR1 (Figure 11B-Il). En présence de LPS et de TNF,
I’expression du CCR7 est augmentée sur toutes les populations et les deux populations
XCR1" expriment autant le CCR7. Ainsi, en présence de GM-CSF seul, les DCs qui
augmentent le CD103 n’ont pas la capacité de migrer puisqu’elles n’expriment pas le CCR7.
Toutefois, une fois activées avec du LPS ou du TNF, les cellules CD103"XCR1" ont la méme
capacité de migration que les cellules CD103"XCR1" puisqu’elles expriment la méme
quantité de CCR7 a leur surface. Ainsi, les résultats du CCR7 suggérent que les deux
populations XCR1* ont la capacité de répondre au SDF I.
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Figure 11 Migration en réponse au SDF-1 et expression du CCR7. Des DCs isolées de
rates de souris ont été stimulées selon quatre conditions pour moduler I’expression du CD103
a leur surface. 3x10° cellules pour la migration et 6x10° cellules pour la cytométrie sont
incubées 18 heures a 37°C en présence d’aucun réactif, de GM-CSF seul, de GM-CSF avec
LPS ou de GM-CSF avec TNF a une concentration de 10ng/mL. A) Pour la migration,
2.5x10° cellules ont été suspendus dans 500uL de milieu et ont été déposées dans un insert
de 3um et celui-ci a été placé dans une plaque 24 puits contenant 500 pL de milieu de
stimulation avec différentes concentrations de SDF-1 soit OnM, 1nM, 10nM et 100nM. B)
Les DCs stimulées ont été sélectionnées en cytomeétrie en flux par une double expression des
marqueurs CMHII et CD11c puis divisées en quatre populations selon leur expression du
CD103 et du XCR1. Puis I’analyse de I’expression du CCR7 a été effectuée. n=5 souris par

groupe. Les résultats sont représentatifs de deux expériences * p < 0.05
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4.1.2.3 Adhésion a I’épithélium: Expression d’E-Cadhérine

L’E-Cadheérine est exprimée a la surface des cellules épithéliales et elle est le seul
ligand connu du CD103. [148] La liaison du CD103 a I’E-Cadhérine permet aux DCs
d’adhérer a 1’épithélium. L E-Cadhérine est également exprimée par les DCs et elle peut
s’auto-lier. [252, 253] Une augmentation de I’expression de 1I’E-Cadhérine sur les DCs est
observée chez les souris Cd103”. [149] Il pourrait s’agir d’une compensation pour que les
DCs sans CD103 puissent conserver leur fonction d’adhésion a 1’épithélium. Ainsi,
I’expression d’E-Cadhérine a été analysée a la suite de I’exposition au GM-CSF, au LPS et
au TNF pour la fonction d’adhésion a 1’épithélium des DCs, mais également pour observer
s’il y a effectivement compensation de la perte d’expression du CD103 par I’expression d’E-

Cadhérine.

L’expression de I’E-Cadhérine est augmentée sur les DCs totales a la suite de
I’exposition au GM-CSF. Cette augmentation est diminuée par la présence de LPS et de TNF
(Figure 12 A-1). Aiinsi, le GM-CSF, le LPS et le TNF modulent I’expression de I’E-Cadhérine
sur les DCs totales selon le méme patron que le CD103. Pour les sous-populations, le GM-
CSF augmente 1’expression de I’E-Cadhérine sur les populations CD103*XCR1" et CD103"
XCR1" Toutefois, I’augmentation est plus élevée chez les cellules CD103*XCR1". Le LPS
et le TNF diminuent I’augmentation d’E-Cadhérine sur les deux populations. L’expression
de I’E-Cadhérine n’est pas modulée sur la population CD103"XCR1* (Figure 12 A-I1).

Pour mieux visualiser la modulation du CD103 et de I’E-Cadhérine sur les DCs
totales, la figure 12 B montre un exemple en cytométrie en flux de la distribution des DCs
selon I’expression du CD103 et de I’E-Cadhérine. Avant I’exposition au GM-CSF la majorité
des cellules sont CD103~ et E-Cadhérine~ A la suite de I’exposition au GM-CSF, elles
deviennent majoritairement doubles positives. Cette modulation est bloquée par la présence
de LPS et de TNF. Ce résultat démontre qu’il n’y a pas de compensation par I’expression de
I’E-Cadhérine lors de la perte de I’expression du CD103. Ainsi, une exposition au GM-CSF

augmente I’expression du CD103 et de I’E-Cadhérine sur les mémes cellules XCR1".

Rapport- gratuii.com @g
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Figure 12 Expression de I’E-Cadhérine. Des DCs isolées de rates de souris ont été stimulées
selon quatre conditions pour moduler I’expression du CD103 a leur surface. 6x10° cellules
sont incubées 18 heures a 37°C en présence d’aucun réactif, de GM-CSF seul, de GM-CSF
avec LPS ou de GM-CSF avec TNF a une concentration de 10ng/mL. Les DCs stimulées ont
été selectionnées en cytométrie en flux par une double expression des marqueurs CMHII et
CD11c puis divisées en gquatre populations selon leur expression du CD103 et du XCR1. Puis
I’analyse de I’expression de I’E-Cadhérine a été effectuée. n=5 souris par groupe. Les

résultats sont représentatifs de deux expériences * p < 0.05

Vous trouverez a la page suivante un tableau récapitulatif des résultats démontrés a
cette section. Les scores établis permettent d’observer 1’évolution de 1’expression d’un
marqueur de fonction pour une population en fonction des différentes conditions ainsi que de
comparer 1’expression d’un marqueur de fonction entre les populations pour une méme
condition. Toutefois, les marqueurs de fonction ne peuvent pas étre comparés [’un a 1’autre
puisqu’'un méme score entre deux marqueurs de fonction n’est pas nécessairement

équivalent.
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Tableau 1 Tableau récapitulatif des résultats obtenus a la section 4.1.2

Score d’expression des marqueurs de fonction selon
les différentes conditions et populations

CD103"XCR1" | CD103' XCR1" | CD103"XCR1
Sans GM-CSF + + +
GM-CSF + + ++ ++++
cD8o GM-CSF + LPS ++ ++ ++++
GM-CSF + TNF ++ + + + ++++
Sans GM-CSF + + +
GM-CSF + ++ +
D86 GM-CSF + LPS ++ + ++ + +
GM-CSF + TNF ++++ +++ +
Sans GM-CSF + + ++ +
GM-CSF + +++ +++
cD40 GM-CSF + LPS ++ +++ +++
GM-CSF + TNF ++ + ++ + ++
Sans GM-CSF ++ + + + +++
CCR7 GM-CSF + ++++ ++++
GM-CSF + LPS +++++ ++++++ +++++
GM-CSF + TNF ++++++ ++++++ ++++
Sans GM-CSF + + ++
- GM-CSF +++++ + ++++
E-Cadhérine GM-CSE + LPS T T T
GM-CSF + TNF +++ + ++ +

4.2 Etude de ’impact du CD34 sur des fonctions des
mastocytes et des éosinophiles dans I’asthme allergique

Le CD34 est exprimé par les mastocytes et les éosinophiles, deux cellules centrales

dans le développement de I’asthme allergique et impliquées dans le développement de

I’HRB. Le CD34 est également impliqué dans la réactivite du systeme respiratoire. Toutefois,

I’impact du CD34 sur les fonctions des mastocytes et des éosinophiles demeure inconnu.

Ainsi, ’objectif B de ce projet est de déterminer I’influence de 1’expression du CD34 sur

certaines fonctions des mastocytes et des €osinophiles dans I’immunité de 1’asthme. Tout

d’abord, le nombre de mastocytes au poumon a été analysé par cytométrie en flux. Ensuite,
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des cultures dérivées de la moelle osseuse de mastocytes et d’¢osinophiles ont été utilisées
pour déterminer si le CD34 influence la dégranulation de ces cellules. La dégranulation a été
analysée a 1’aide de bain d’organe, par le dosage de médiateurs et 1’analyse de la production

de lipides. Finalement, la production de lipide a été analysée in vivo.

4.2.1 Analyse en cytométrie du nombre de mastocytes au
poumon de souris WT et Cd34” exposées au HDM

L’impact du CD34 sur la migration des mastocytes demeure tres peu étudié. Une seule
étude a démontré une diminution du nombre de mastocytes au poumon chez les souris
Cd347 en contexte d’asthme allergique. [244] Cet objectif (B1) permettait de confirmer les
résultats obtenus en utilisant une seconde technique d’analyse soit la cytométrie en flux.
Toutefois, les résultats obtenus, lors de nos travaux, ne sont pas concluants. Moins de 1% des
cellules totales sont positives pour ¢c-KIT et FceR1, les marqueurs spécifiques des mastocytes
(Figurel3A) et les résultats entre les souris présentent une grande marge d’erreur (Figure
13B). Ainsi, il n’a pas été possible de vérifier I’impact de 1’expression du CD34 sur le

recrutement des mastocytes au poumon.
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Figure 13 Nombre de mastocytes au poumon en contexte d’asthme allergique. Des souris
WT et Cd34"ont été exposées a 50 pL d’HDM 1pg/mL de fagon intranasale trois fois par
semaines pendant cing semaines. Le poumon a été prélevé et digéré, puis le nombre de
mastocytes a été analysé en cytométrie en flux. A) Exemple du marquage en cytométrie en
flux et B) Nombre de mastocytes au poumon. n=3 pour les souris salines et n=8 pour les
souris HDM.

4.2.2 VVérification des cultures BMMCs et BMEos

Des cultures dérivées de la moelle ont été utilisées pour répondre aux objectifs B2 et
B3 qui étaient de déterminer I’impact de 1’ajout de dégranulats de mastocytes et
d’éosinophiles de souris WT et Cd34” sur la contractilité du muscle lisse et de caractériser
la dégranulation de mastocytes et d’éosinophiles de souris WT et Cd347". Avant I’utilisation
des cultures pour des expériences, il était important de vérifier la pureté des cultures en
mastocytes et éosinophiles. Il est important de noter qu’aucune différence de nombre et
d’expression de marqueurs spécifique n’est observée entre les progéniteurs hématopoictiques
de souris WT et Cd347". [244] Ainsi, les cultures dérivées de la moelle osseuse de souris WT

et Cd347 ont la méme capacité de développement. Pour les BMMCs, les cellules ont été
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analysées par cytométrie en flux puisque les mastocytes peuvent étre spécifiguement
identifiés par une double expression de c-KIT et de FceR1. [19] Les BMMCs produits étaient
bien des mastocytes puisque plus de 90% des cellules étaient doubles positives pour c-KIT
et FceR1 (Figure 14A).

Pour les BMEos, les cellules ont été analysées avec deux techniques distinctes
puisque les éosinophiles n’expriment pas de marqueurs spécifiques. Tout d’abord, la
morphologie distinctive des éosinophiles a été analysée par coloration H&E. Les cellules
obtenues présentaient bien la morphologie distinctive des éosinophiles soit un noyau en
forme de beigne et des granules roses a la suite d’une coloration a 1’éosine. (Figure 14B)
[215] Ensuite, deux molécules exprimées par les BMEos ont été analysées, soit le CCR3 et
le Siglec F [254], et plus de 80% des cellules obtenues étaient doubles positives pour les deux

molécules. (Figure 14B) Ainsi, les BMEos obtenus étaient bien des éosinophiles.
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Figure 14 Vérification des cultures dérivées de la moelle osseuse. Des cellules de la moelle
osseuse ont éte cultivées 4 semaines avec de 1’T1-3 pour obtenir des BMMCs et 4 jours avec
du FIt3-L et du SCF puis 10 jours supplémentaires avec de 1’IL-5 pour obtenir des BMEOos.
A) Analyse en cytométrie des BMMCs et B) analyse par coloration H&E et par cytométrie
des BMEos.
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4.2.3 Analyse de I’impact des dégranulats des BMMCs et des
BMEos sur la contraction du muscle lisse

Les mastocytes et les eosinophiles sécretent divers médiateurs qui affectent la
contraction du muscle lisse et ainsi I’HRB. [19] L’ajout de dégranulats de BMMCs et de
BMEOs en bain d’organe permettait d’analyser I’impact des médiateurs sécrétés sur le muscle
lisse, mais, également, d’observer une différence dans la dégranulation des cultures WT et
Cd347. Lors de 1’ajout de Krebs & la suite de la contraction avec de la méthacholine, la
contraction diminue pour le reste du test (Figure 15A et B). L’ajout de dégranulats de
BMMCs WT permet de maintenir la contraction de la trachée tout au long du test. Une
différence significative est observée entre la force de contraction de 1’ajout de Krebs et de
dégranulats WT. L’ajout de dégranulats de BMMCs Cd34”7 permet de maintenir la
contraction pour les 5 premiéres minutes puis la contraction diminue pour le reste du test
(Figure 15A). Ainsi, les dégranulats des BMMCs WT affectent la contraction du muscle en
maintenant la contraction. De plus, il semble y avoir une différence entre les dégranulats de
BMMCs WT et Cd347puisque le maintien de la contraction est moins long pour les
dégranulats de BMMCs Cd347

L’impact de 1’ajout de BMEos WT et Cd34" sur la contraction de trachée différe
d’une trachée a 1’autre. Ainsi, les dégranulats de BMEos WT et Cd347 n’affectent pas la
contraction du muscle lisse. De plus, aucune différence n’est observée entre les dégranulats
WT et Cd347 (Figure15B).
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Figure 15 Impact des dégranulats des BMMCs et des BMEos sur la contraction de
trachées. Des trachées de souris WT et Cd347 naives ont été récoltées et installées dans un
bain d’organe contenant 2mL de Krebs et ont été équilibrées a 1’aide de chocs électriques.
Les trachées étaient pré-contractées avec de la méthacholine, dans 1mL de Krebs pendant
cing minutes. Ensuite, 1mL de Krebs ou de dégranulation de cultures WT ou Cd347" était
ajouté dans le bain et laissé pendant 15 minutes. A) Ajout de dégranulats de BMMCs WT et
Cd347 et B) Ajout de dégranulats de BMEos WT et Cd34”. n=3 trachées *= différence
significative avec I’ajout de Krebs p < 0.05.

4.2.4 Caractérisation de la dégranulation des BMMCs et BMEos

A la suite des résultats obtenus avec ’ajout de dégranulats en bain d’organe soit une
différence entre les BMMCs WT et Cd347 et aucune différence entre les BMEos WT et
Cd34™", la dégranulation des différentes cultures a été analysée. Tout d’abord, leur capacité
de dégranulation a été déterminée par dosage de médiateur retrouvé dans leurs granules, puis

leur production de lipides bioactifs a éte analysée en MS.

4.2.4.1Analyse de la capacité de dégranulation des BMMCs et BMEos
La capacité de dégranulation de BMMCs a été déterminee par dosage de la B-

hexosaminidase. Le dosage de la B-hexosaminidase est plus faible chez les BMMCs Cd34”
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que chez les BMMCs WT. Ainsi, I’absence de CD34 diminue la capacité de dégranulation

des mastocytes.

La capacité de dégranulation des BMEos a été vérifiée par dosage de la peroxydase.
Le dosage de la peroxydase est semblable chez les BMEos WT et les BMEos Cd34™. Ainsi,

I’expression du CD34 n’affecte pas la capacité de dégranulation des éosinophiles.
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Figure 16 Capacité de dégranulation des BMMCs et BMEos. Les BMMCs ont été activés
a I’aide d’un anti-DNP et d’un DNP. Les cellules ont été incubées a 37°C pendant 24 heures
en présence de 1pg/mL d’anti-DNP pour étre sensibilisées, puis elles ont été degranulées par
I’ajout de 20ug/mL de 11-DNP-OVA. Les BMEos ont été actives a 1’aide de PAF. Les
cellules ont été incubées a 37°C pendant 30 minutes avec 10uM de PAF. A) La capacité de
dégranulation de BMMCs a été déterminée par dosage de la f-hexosaminidase. Le substrat
de la B-hexosaminidase a été ajouté au surnageant de dégranulation des cellules et incubé une
heure a 37°C. La réaction a été dosée a une longueur d’excitation de 360nm et d’émission de
450nm. La quantité de B-hexosaminidase a été obtenue avec le rapport 360/450 nm. B) La
capacité de dégranulation des BMEos a été vérifiée par dosage de la peroxydase. Une solution
d’o-phenylene-diamine (OPD) a été ajoutée directement dans les puis de dégranulation et
incubé a température piéce pour 2 minutes. La quantité de peroxydase a été obtenue par

dosage a une longueur d’onde de 492nm. n=>5 cultures par groupe * p < 0.05
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4.2.4.2 Analyse de la production de lipides bioactifs dans I’asthme par les
BMMCs et BMEos en MS

Lorsque les mastocytes et les éosinophiles sont actives, ils sécretent des médiateurs
lipidiques nouvellement formés. [19] Puisque les cellules ont été lysées et analysées au MS
avec les dégranulats, ces résultats démontrent I’impact du CD34 sur la production de lipides
des mastocytes et des eosinophiles plutdt que sur leur sécrétion. Pour alléger les figures, seuls
les lipides présentant une différence entre les cultures WT et Cd347 sont présentés. La
majorité des lipides présentés ne sont pas dosés lorsque les cellules ne sont pas stimulées
(Figurel7, 18A et 18B) ce qui concorde avec la production de novo des lipides par les
mastocytes et les éosinophiles. Toutefois, le 2-arachidonylglycérol (2-AG) et I’acide
clupanodonique (DPA)-1-G et 2-G sont doses, méme lorsque les cellules ne sont pas

stimulées.

Pour les BMMCs, trois lipides démontrent une différence entre les cultures WT et
Cd34”  soit l’acide  5-hydroxyeicosatétraénoique  (5-HETE), l’acide 18-
hydroxyeicosatétraénoique (18-HETE) et le thromboxane (TX) A2 mesuré par les niveaux de
TXB.. Ces trois lipides sont produits en plus grande quantité chez les BMMCs Cd34”

(Figure 17). Ainsi, le CD34 peut affecter la production des mastocytes de certains lipides.
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Figure 17 Sécrétion de lipide par les BMMCs. Les BMMCs ont été actives a I’aide
d’un anti-DNP et d’un DNP. Les cellules ont été incubées a 37°C pendant 24 heures en
présence de 1ug/mL d’anti-DNP pour étre sensibilisées, puis elles ont été dégranulées par
I’ajout de 20ug/mL de 11-DNP-OVA. La production de lipides a été analysée par MS. A)
Analyse du 5-HETE, B) analyse du 18-HETE et C) analyse du TXA>. n=3 cultures par groupe
*p<0.05

Pour les BMEos, quatre lipides semblent démontrer une différence entre les cultures
WT et Cd347 soit le LTE4, le 5-12 DIHETE, le 2-AG et les DPA-1-G et 2-G. Le LTE4 semble
étre diminué chez les BMEos Cd34” alors que le 5-12 DIHETE, le 2-AG et le DPA-1-G et
2-G semblent étre augmentés. Ainsi, le CD34 semble affecter la production de certains lipides

chez les éosinophiles, et ce, de facon distincte selon le lipide.

60



A LTE4 B 5-12 DIHETE

o
S
1

. W 407 . WT
Cd34” cd34”

o
w
1

30 -

20

Ratio
(lipides/standard)
o o <
- N
Ratio
(lipides/standard)

:

T 1
Non stimulées Calcium ionophore

<
=}

T T
Non stimulées Calcium ionophore

C 2-AG D DPA-1-G et 2-G

10- R 0.3 W
cd34” T cd34”

8 —_

0.24

Ratio
(lipides/standard)

0.1

2 - )
| W il |

T
Non stimulées Calcium ionophore Non stimulées Calcium ionophore

Ratio
(lipides/standard)

Figure 18 Sécrétion de lipide par les BMEos. Les BMEOs ont été activés a I’aide de
calcium ionophore. Les cellules ont été incubées & 37°C pendant 30 minutes avec 3mM de
calcium ionophore. La production de lipides a été analysée par MS. A) Analyse du LTE4, B)
analyse du 5-12 DIHETE, C) analyse du 2-AG et D) analyse du DPA-1G et 2-G. n=2 cultures
par groupe * p <0.05

4.2.5 Analyse in vivo de la production de lipides bioactifs dans
I’asthme

A la suite des différences obtenues in vitro sur la production de lipides par les
mastocytes et les éosinophiles, la production de lipides a été analysée in vivo afin de
déterminer si ces différences pouvaient y étre observées. Puisqu’il était déja connu, que le
CD34 diminue, en contexte d’asthme, le nombre de mastocytes et d’éosinophiles au poumon

et augmente le nombre d’éosinophiles dans le sang, [244] la production de lipides a été
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analysée dans le poumon et dans le sang en condition normale et en contexte d’asthme
allergique. Les mémes lipides qu’a la section 4.2.4.2 ont été analysés et pour alléger les
figures seuls les lipides présentant une différence entre les souris WT et Cd34” sont

présentés.

4.2.5.1 Analyse in vivo de la production de lipide dans le poumon

Dans le poumon, la production de PGF2 est plus élevée chez les souris Cd347 en
contexte normal et en contexte d’asthme allergique (Figure 19A). La production de 1’acide
13-glutathionyl-14-hydroxy docosahexaénoique (MCTR1) est également plus élevée chez
les souris Cd34”7 en contexte d’asthme allergique. Toutefois, il n’y a pas de différence en
condition normale (Figure 19B). La production du 12-keto-LTB4, du 1- et 2-AG et du DPA-
1-G et 2-G est pareille chez les deux souris en contexte normal et plus faible chez les souris
Cd347 en contexte d’asthme allergique (Figure 19C, D, E, F et G).

4.2.5.2 Analyse in vivo de la production de lipide dans le serum

Dans le sérum, la production de 2-AG est plus élevée chez les souris Cd34™ en
contexte d’asthme et semblable en condition normale (Figure 20A). La production de DPA-
1-G et 2-G est également semblable en condition normale. Toutefois, elle est plus faible chez
les souris Cd347 en contexte d’asthme allergique (Figure 20B). Finalement, I’acide 13-
hydroxyoctadécanoique (13-HODE) est plus faible chez les souris Cd34” en condition

normale et revient au méme niveau entre les deux souris en contexte d’asthme allergique
(Figure 20C).
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Figure 19 Analyse in vivo de la production de lipide dans le poumon. Des souris WT et
Cd347ont été exposées a 50 pL d’HDM 1pg/mL de fagon intranasale durant 10 jours
consécutifs. Des souris WT et Cd34” contrdles ont été exposées & 50 L de saline. Les souris
ont été euthanasiées 24 heures aprés la derniére instillation. Les poumons des souris ont été
congelés avec de 1’azote liquide puis transformé en poudre. 0.1mg de poumon a été pesé et
conserve a -80°C jusqu’a I’analyse des lipides en MS. A) Analyse de la PGF2., B) analyse
du MCTR1, C) analyse du 12-keto-LTBa4, D) analyse du 1- 2- AG et E) analyse du DPA-1-
Get2-G
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Figure 20 Analyse in vivo de la production de lipide dans le serum. Des souris WT et
Cd347ont été exposées a 50 uL d’HDM lpg/mL de fagon intranasale durant 10 jours
consécutifs. Des souris WT et Cd34” contrdles ont été exposées & 50 pL de saline. Les souris
ont été euthanasiées 24 heures apres la derniére instillation. Le sang des souris a été récupéré
par ponction cardiaque puis centrifugé 15 minutes a 500g. Le sérum a, ensuite, été récupéré
et conservé a -80°C jusqu’a I’analyse des lipides en MS. A) Analyse du 2-AG, B) analyse du
DPA-1-G et 2-G et C) analyse du 13-HODE.
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Chapitre V: Discussion et conclusion

Les cellules immunitaires expriment a leur surface plusieurs molécules qui sont
essentielles a leur fonctionnement. La plupart de ces molécules exercent plusieurs fonctions
distinctes pour une méme cellule et, parfois, différentes fonctions selon le type de cellules
qui I’exprime ou le contexte inflammatoire. Pour certaines molécules, leurs roles demeurent
trés peu étudiés. Dans ce mémoire, nous avons étudié 1I’impact de la modulation de
I’expression du CD103 sur des fonctions des DCs et I’impact de 1’expression du CD34 sur
des fonctions des mastocytes et des éosinophiles. Dans la prochaine section, nous vous
présentons la discussion et les perspectives du 1’étude du CD103, suivi de la discussion et

des perspectives de I’étude du CD34 puis une conclusion générale.

5.1 Etude de I’impact de la modulation de ’expression du
CD103 par le LPS et le TNF sur des fonctions des DCs

5.1.1 Populations de DCs modulées par le GM-CSF, le LPS et le
TNF

Pour étudier ’impact de la modulation du CD103 sur les DC1, il était important de
vérifier que le modele de modulation avec le GM-CSF, le LPS et le TNF modulait
uniguement le CD103 sur les cellules XCR1*, le marqueur spécifique des DC1.
Heureusement, 1’analyse par cytométrie des différentes populations exprimant ou non le
CD103 et le XCR1 a démontré que le CD103 était seulement modulé sur les cellules XCR1".
Ainsi, notre modéle de modulation nous permettait d’étudier I’'impact de la modulation du

CD103 spécifiquement sur les DCs d’intéréts soit les DC1.
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5.1.2 Impact de la modulation du CD103 sur la capacite
d’activation des lyT, la migration et I’adhésion des DCs

Tout d’abord, nous avons déterminé si I’expression du CD103 avait un impact sur
certaines fonctions des DC1 suite a sa modulation. En effet, 1’utilisation de 1’analyse MFI sur
les différentes populations de DCs nous a permis de comparer le niveau d’expression des
différents marqueurs de fonction entre les populations malgré la présence d’une population
majoritaire selon les conditions. Ainsi, un méme niveau d’expression d’un marqueur de
fonction sur les deux populations XCR1* nous indiquait que I’expression du CD103 ne
semblait pas avoir d’impact sur cette fonction. Seule la fonction d’adhésion a 1’épithélium
des DC1 semble étre affectée par la modulation du CD103 par le GM-CSF, le LPS est le
TNF. L’expression du CD80, du CD86, du CD40 et du CCR7 est surtout augmentée en
présence de LPS et de TNF, c’est pourquoi nous nous intéressons plus particulierement a
I’expression de ces marqueurs chez les différentes populations dans ces conditions. Puisque
les deux populations XCR1* expriment les molécules de co-stimulation soit de fagon
équivalente, plus faiblement ou plus fortement selon la présence de LPS ou de TNF, nous
pensons que la capacité d’activation globale des DCs XCRI1* n’est pas affectée par
I’expression du CD103. Ensuite, en présence de LPS ou de TNF, les deux populations XCR1*
expriment autant le CCR7. Ainsi, I’expression du CD103 ne semble pas affecter la capacité
de migration des DCs en contexte inflammatoire. Finalement, I’expression d’E-Cadhérine
est modulée de la méme facon que le CD103 par le GM-CSF, le LPS et le TNF et ce
seulement sur la population CD103*XCR1". Ainsi, I’expression d’E-Cadhérine est différente
entre les deux populations XCR1" ce qui suggére un impact de la modulation du CD103 sur
I’adhésion a 1’épithélium des DC1. L’exposition des DCs au LPS et au TNF induit une perte
d’expression du CD103 et de I’E-Cadhérine ce qui est surprenant puisque nous pensions
observer une compensation de la perte du CD103 par I’expression de I’E-Cadhérine. En effet,
puisque I’E-Cadhérine peut s’auto-lier, nous pensions observer une augmentation de
I’expression d’E-Cadhérine suite a 1I’exposition au LPS et au TNF afin que les DCs puissent
conserver leur capacité d’adhésion a I’épithélium. De plus, une augmentation de I’expression

de I’E-Cadhérine a été observée chez les souris Cd103 ce qui soutenait notre hypothése.
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L’analyse des différents marqueurs sur les cellules CD103"XCR1", nous a permis de
comparer les DCL1 et les DC2. 1l est intéressant de noter que les cellules XCR1" expriment
surtout le CD86 et que les cellules XCR1" expriment surtout le CD80. Le CD80 et le CD86
lient le méme ligand pour ’activation des lyT. La différence entre les deux molécules semble
étre surtout au niveau de I’ag qui est présenté par la DCs. Le CD8O0 serait plus impliqué dans
I’induction des Thl et le CD86 dans I’induction de Th2. [255] Puisque les DCs CD103" et
les DCs CD11b" induisent différents lyT selon le contexte, [79, 118, 256] I’impact de ce
résultat reste a étre élaboré. Une autre différence est observée entre les DC1 et les DC2. Chez
les DC1 I’expression de I’E-Cadhérine est dépendante de I’expression du CD103. Toutefois,
chez les cellules XCR1", I’E-Cadhérine peut étre exprimé sans le CD103. Puisque les cellules
XCR1 ne peuvent pas exprimer le CD103, leur expression d’E-Cadhérine ne peut pas étre
dépendante du CD103 ce qui expliquerait cette différence. Ceci pourrait également expliquer
’augmentation de I’expression de I’E-Cadhérine observé chez les souris Cd103™.
Puisqu’elles ne peuvent pas exprimer le CD103, leur expression de I’E-Cadhérine n’est pas

dépendante de I’expression du CD103.

Les molécules exprimées par la population majoritaire dans chaque condition
consistent également en un résultat intéressant a analyser. En présence de GM-CSF seul, la
population majoritaire (CD103"XCR1") n’exprime pas le CCR7 ni les molécules de co-
stimulation mais elle exprime fortement le CD103 et I’E-Cadhérine. En présence de LPS ou
de TNF, la population majoritaire (CD103"XCR1*) exprime le CCR7 et les molécules de co-
stimulation mais n’exprime pas le CD103 ni I’E-Cadhérine. Ainsi, le GM-CSF favorise une
population adhérente alors que le LPS et le TNF favorisent une population activée et non
adhérente. L’activation des DCs par le LPS ou le TNF est déja connue dans la littérature.
Toutefois, ce qui intéressant dans ces résultats c’est la différence entre les molécules

d’adhésion.

En conclusion, les DCs arrivent au poumon sous forme de pré-DCs qui n’expriment
pas le CD103. [72] Nous pensons qu’en condition normale, la présence de GM-CSF au
poumon augmente ’expression du CD103 et de I’E-Cadhérine sur les DC1 afin qu’elles
puissent adhérer a 1’épithélium et capter facilement de nouveaux ag et, qu’en condition

d’inflammation aigiic au LPS, la présence de LPS et de TNF au poumon active les DCs et
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empéche I’augmentation du CD103 et de I’E-Cadhérine afin que les DCs activées puissent
repartir plus rapidement au LN sans adhérer a I’épithélium (Figure 21). Les perspectives de
ce projet sont, tout d’abord, de Vérifier in vivo si la présence de LPS et de TNF au poumon
affecte réellement ’adhésion a 1’épithélium des DCs et leur location au poumon afin de
confirmer notre hypothese. Ensuite, nous voulons déterminer 1’influence de la modulation du
CD103 sur les DC1 dans différents contextes inflammatoires comme les infections aux
bactéries a Gram négatif et le cancer. En effet, comme démontré a la figure 21, nous pensons
que le LPS empéche ’augmentation du CD103 pour que les DCs puissent repartir plus
rapidement au LN, ainsi, en contexte d’infection a une bactérie a Gram négatif 1’absence ou
la diminution du CD103 permettrait d’éliminer plus rapidement 1’infection. Toutefois, dans
un contexte comme le cancer ou les DCs doivent adhérer a la tumeur pour capter des ag, nous
pensons que la présence ou I’augmentation du CD103 serait favorable. En effet, il est prouvé
que les cellules tumorales expriment I’E-Cadhérine [257], ainsi, plus il y a de DCs qui
expriment le CD103, plus il y a de DCs qui adhérent a la tumeur et plus d’ag tumorales
différents sont captés. Nous voulons, tout d’abord, confirmer nos hypothéses a 1’aide de
souris Cd103”, puis moduler le CD103 de fagon favorable au contexte (diminuer le CD103
en contexte d’infection et augmenter le CD103 en contexte de cancer) chez des souris WT.
Finalement, nous voulons vérifier si le CD103 peut étre modulé a la surface des DCs
pulmonaires humaines afin de déterminer si le CD103 pourrait bel et bien étre utilisé comme

cible thérapeutique dans diverses maladies pulmonaires comme les infections et le cancer.
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Figure 21 Conclusions de I'impact de la modulation du CD103 sur les fonctions de DCs
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5.2 Etude de I’'impact du CD34 sur des fonctions des
mastocytes et des éosinophiles dans I’asthme allergique

5.2.1 Impact du CD34 sur la migration des mastocytes au
poumon

Nous avons tenté de marquer en cytometrie les mastocytes du poumon afin de
confirmer le résultat obtenu dans une étude précédente. Dans cette étude, ils ont demontré
une diminution du nombre de mastocytes recrutés au poumon en contexte d’asthme
allergique chez les souris Cd347. Malheureusement, les résultats de notre marquage ne sont
pas concluants. En effet, malgré I’utilisation de huit souris par groupes, les résultats
présentent de grandes barres d’erreur. Notre marquage de mastocyte étant tres faible, il y a
beaucoup de différence entre les souris. Puisque le nombre de mastocytes au poumon est
faible, nous avons marqué les cellules obtenues a la suite de la digestion de I’arbre bronchique
complet. De plus, pour augmenter le pourcentage des mastocytes, nous avons sélectionné les
cellules CD45" afin d’éliminer les cellules structurales et nous avons utilisé le B220 et
CD90.2 afin d’éliminer les lymphocytes. Malgré cela, notre pourcentage de mastocytes
demeure trés faible. Les mastocytes étant associés aux cellules endothéliales et épithéliales,
nous pensons qu’ils restent pris dans la matrice non digérée ce qui expliquerait notre
difficulté a les marquer. Il faudrait, donc, trouver une technique de digestion qui permettrait

de digérer la matrice ou d’en libérer les mastocytes afin d’avoir un meilleur marquage.

5.2.2 Impact du CD34 sur la capacité de dégranulation des
mastocytes et des eosinophiles

L’exposition de trachée aux dégranulats de BMMCs et de BMEos en bain d’organe
permettait d’analyser I’impact des médiateurs sécrétés sur le muscle lisse, mais, également,
d’observer une différence dans la dégranulation des cultures WT et Cd347. La différence
obtenue entre les deux cultures de BMMCs suggére qu’il y a une différence de dégranulation

entre les mastocytes qui expriment le CD34 et les mastocytes qui ne I’expriment pas. Cette
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différence peut étre expliquée par le nombre de médiateurs relachés et/ou dans le contenu des
médiateurs relachés. La quantité de médiateurs relachés a été étudiée en analysant la capacité
de dégranulation des mastocytes. Les résultats démontrent une plus faible capacité de
dégranulation chez les BMMCs Cd34. Ce résultat est trés intéressant puisqu’il concorde
avec le plus faible maintien de la contraction du muscle lisse par les dégranulats des BMMCs
Cd34".

Aucune différence n’est observée sur la contraction du muscle lisse entre les
dégranulats de BMEos WT et Cd34” ce qui suggére que le CD34 n’influence pas la
dégranulation des éosinophiles. Pour la quantité de médiateurs relachés, les résultats
concordent puisqu’ils démontrent qu’il n’y a pas de différence de dégranulation entre les
cultures WT et Cd34™.

Toutefois, il serait important de doser les deux médiateurs utilisés pour évaluer la
capacité de dégranulation des cultures a 1’état de base des cellules soit avant la dégranulation
afin de confirmer que le CD34 affecte bel et bien la capacité de dégranulation des cellules et

non la production des médiateurs lors du développement des cellules.

5.2.3 Impact du CD34 sur la production de lipides bioactifs dans
I’asthme

Pour évaluer le contenue des médiateurs relacher, nous avons commencé par analyser
la production de lipides bioactifs des BMMCs et des BMEos. Pour les BMMCs, trois lipides
ont montré une différence significative. Le 5-HETE, le 18-HETE et le TXA: sont produits
en plus grande quantité par les mastocytes Cd34”. Ces résultats sont surprenants puisque
nous avons démontré une plus faible dégranulation chez les mastocytes Cd34™ et que ces
mediateurs lipidiques favorisent ’HRB ce qui va a I’encontre de la perte de réactivité des
souris Cd34”. En effet, le 5-HETE est pro-inflammatoire et il induit la bronchoconstriction
du muscle lisse [258] et le 18-HETE [259] et le TXA> [260] induisent une vasoconstriction.
Toutefois, puisque les cellules ont été lysées et analysées au MS avec les dégranulats nous

avons analysé la production des lipides et non leur sécrétion, donc, avec la diminution de
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dégranulation des mastocytes Cd347, la quantité de ces lipides dans I’environnement n’est
peut-étre pas significativement différente. De plus, I’'impact de cette augmentation de

production n’est pas observé in vivo.

Pour les BMEos, il s’agit de résultats préliminaires puisque 1’expérience a seulement
été répétée deux fois. Certaines tendances intéressantes sont, toutefois, observées sur quatre
lipides bioactifs. La diminution de la production du LTE4 chez les BMEos Cd347 est un
résultat surprenant puisque le LTE4 est un bronchoconstricteur et que nous n’observons
aucune différence sur la contraction du muscle lisse entre les dégranulats de BMEos WT et
Cd347. Ainsi, les résultats suggérent que les différences observées sur la production de
lipides ne sont pas suffisantes pour induire une différence sur la contraction du muscle lisse.
Le 2-AG est un endocannabinoide, une famille de lipides reconnue pour réguler les fonctions
des cellules immunitaires. [261] De plus, le 2-AG est connu pour induire la migration des
éosinophiles [262] ce qui pourrait expliquer I’augmentation de la production du 2-AG par les
éosinophiles Cd34 " puisqu’en absence du CD34 les éosinophiles ont une plus faible capacité

de migration.

L’influence du CD34 sur la production du 2-AG est également observable in vivo ce
qui est trés intéressant. En effet, une augmentation du 2-AG est observée dans le sérum des
souris Cd34” exposées au HDM ce qui concorde avec I’augmentation du 2-AG qui semble
étre observé chez les BMEos Cd34™ puisque les éosinophiles chez les souris Cd347 exposées
a un allergene sont pris dans le sang ce qui expliquerait, également, la diminution du 2-AG
observée au poumon. On observe une diminution du DPA-1-G et 2-G dans le sérum ce qui
ne concorde pas avec les résultats in vitro. Toutefois, il s’agit de résultats préliminaires. Au
poumon, le DPA-1-G et 2-G est diminué chez les souris Cd34” exposées au HDM. Ce
résultat peut étre difficilement relié a la perte de réactivité des souris Cd34” puisque le rdle
de ces acides gras contenant un glycérol demeure trés peu étudié. L’augmentation au poumon
du MCTR1 chez les souris Cd34” pourrait étre impliquée dans la perte de réactivité puisque

le MCTR1 est impliqué dans la résolution de 1’inflammation et la réparation tissulaire. [263]

Il est important de noter que ces résultats demeurent préliminaires. Plusieurs
nouvelles expérimentations et analyses seront nécessaires pour bien comprendre ces résultats

et trouver leur implication dans la perte de réactivité des souris Cd34” exposées a un
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allergéne. En effet, I’impact de la surexpression ou de la diminution d’expression de ces
lipides devra étre étudi¢ dans I’inflammation et sur le muscle lisse afin d’établir un lien entre
ces résultats et la perte de réactivité. De plus, 1’analyse du contenu en médiateurs demeure
incompléte puisque les mastocytes et les éosinophiles ne sécretent pas seulement des lipides.

Le contenu en médiateurs préformés et en cytokines devra, donc, étre analysé.

En conclusion, certains de nos résultats suggérent que I’inflammation est une piste
prometteuse pour expliquer la perte de réactivité des souris Cd34” exposées a un allergéne. En
effet, la plus faible dégranulation des mastocytes Cd34”- implique un plus faible maintien de
la contraction d’une trachée ce qui concorde avec la perte de réactivité chez les souris
Cd347 exposées a un allergéne puisque I’HRB est reliée & une contraction excessive du
muscle lisse. De plus, il est trés intéressant d’observer une concordance entre la production
du 2-AG et du DPA 1-G et 2-G in vitro et in vivo. Cette concordance semble étre une
deuxiéme piste prometteuse qui demande a étre approfondie. Toutefois, 1’asthme étant un
phénomeéne tres complexe et impliquant plusieurs composantes, nous pensons que la perte de
réactivité implique plusieurs facteurs interreliés. En effet, il pourrait s’agir d’une synergie
entre les différents ¢léments observés dans ce projet auquel s’ajoute peut-étre la différence
au niveau du mucus observée entre des souris WT et Cd34” exposées au HDM. [246]
D’autres ¢éléments du remodelage des voies respiratoires comme 1’altération de 1’épithélium
sont peut-étre également impliqués. Les perspectives de ce projet sont, tout d’abord, d’établir
une meilleure technique de digestion afin d’améliorer le marquage de mastocytes au poumon
et de répéter les résultats préliminaires comme le dosage de lipides en MS chez les BMEos
et in vivo. Ensuite, puisque le 2-AG et le DPA-1-G et 2-G semblent étre la piste lipidique la
plus prometteuse et que cela demeure inconnu, nous voulons déterminer quels sont les effets
sur la contraction du muscle lisse de ces lipides. Il est également important d’analyser le
contenu en médiateurs préformés et en cytokines des cultures d’autant plus que plusieurs de
ces médiateurs comme 1’histamine sont connus pour avoir un impact sur le muscle lisse.
Finalement, puisque nous pensons que la perte de reactiviteé implique plusieurs eléments,
nous voulons exposer des trachées aux dégranulats de mastocytes et d’éosinophiles en méme

temps afin de déterminer s’il a un effet synergique sur le muscle lisse.
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5.3 Conclusions

En conclusion, la modulation du CD103 semble influencer I’adhésion a I’épithélium
des DC1 ce qui pourrait étre utilisé dans différents contextes comme les infections et le
cancer. En effet, diminuer 1’adhérence des DC1 en diminuant 1’expression du CD103 en
contexte d’infection serait favorable alors que dans le cancer, il serait favorable d’augmenter

I’expression du CD103 pour augmenter I’adhérence des DC1 aux tumeurs.

L’influence du CD34 sur I’inflammation pulmonaire dans 1’asthme semble étre une
piste prometteuse pour expliquer la perte de réactivité des souris Cd34” exposées a un
allergéne. Toutefois, nous pensons que cette perte est causée par un ensemble de facteurs
interreliés ce qui implique qu’il reste encore beaucoup de recherche a effectuer avant

d’expliquer ce phénomene.

L’inflammation pulmonaire est modulée par un tres grand nombre de cellules, mais
également par 1’expression et/ou la modulation de toutes les molécules de surface que ces
cellules expriment ce qui en fait un phénomeéne tres complexe, mais également tres

intéressant a étudier.
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