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Résumé

Les cellules dendritiques (DC) agissent en tant que joueur clé dans I’interaction entre
I’immunité innée et adaptative via leur fonction de cellule présentatrice d’antigéne
professionnelle. Ces derniéres, qui se divisent en plusieurs sous-populations aux fonctions
distinctes, sont impliquées dans des contextes inflammatoires ou tolérogénes. On observe
d’ailleurs des corrélations entre le nombre de certaines de ces populations in vivo et la

susceptibilité génétique a certaines maladies, comme le diabéte auto-immun.

Cependant, il reste difficile d’établir si ces corrélations sont en fait causales, puisque
I’on ignore I’identité des facteurs responsables de la régulation spécifique du nombre des sous-
types de DC, limitant notre capacité a moduler ces phénotypes indépendamment. Nous avons
donc voulu identifier les déterminants génétiques impliqués dans la régulation spécifique du
nombre de sous-populations de DC via des analyses de liaison génétique, pour ensuite vérifier
si la susceptibilité au diabéte auto-immun varie suite a des modulations du nombre de sous-

types de DC.

Nous avons démontré qu’une augmentation de pDC chez la souris NOD, prédisposée
au diabéte auto-immun, est régulée par un locus dominant sur le chromosome 7 proximal,
mais n’influence pas I’incidence du diabéte dans des études de souris congéniques. En
contraste, une augmentation d’un nouveau sous-type de DC, dénommé mcDC, est régulée par
un intervalle distal du chromosome 2. Cet intervalle, nommé Idd3, est d’ailleurs également

associ¢ a la susceptibilité génétique au diabéte auto-immun, suggérant un rdle central du



nombre de mcDC dans la maladie, possiblement via leur capacité a renverser I’anergie de

lymphocytes T.

Ces résultats démontrent que les sous-types de DC sont régulés par des déterminants
distincts. Malgré les corrélations entre le nombre de pPDC/mcDC et la susceptibilité au diabéte
auto-immun, nos résultats démontrent également une contribution divergente des sous-types
de DC a la maladie. Nous investiguerons davantage les intervalles génétiques, afin d’identifier

les génes candidats impliqués dans la régulation du pDC et du meDC.

Mots-clés : Cellules dendritiques, auto-immunité, génétique, diabéte, immuno-déficience
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Abstract

Dendritic cells (DC) play a key role in the immune system by bridging the innate and
adaptive immune system using their Antigen Presenting Cell (APC) function. They can be
subdivided into several subsets with distinct features, which are involved in either tolerogenic
or inflammatory processes. Variations in the in vivo number of those DC subsets have been

associated with genetic susceptibility to certain diseases, such as autoimmune diabetes.

However, proving a causal connection from these correlations remains a challenge, as
we have not identified the factors involved in the specific regulation of the DC subsets
number, limiting our ability to modulate theses phenotypes independently. Thus, we aimed to
identify genetic determinants responsible for the specific regulation of DC subset numbers
using linkage analysis in mice, to then determine if autoimmune diabetes susceptibility varies

following DC subset modulations.

We have shown an increase in pDC number in NOD mice, which is genetically
susceptible to autoimmune diabetes. This phenotype is regulated by a dominant locus on
proximal chromosome 7, but it not associated with diabetes incidence in congenic mice. In
contrast, we also observe an increase in the number of a novel DC subset, termed mcDC,
which is regulated by a distal chromosome 2 interval. This locus, termed Iddi3, is also
associated with diabetes genetic susceptibility, suggesting a vital role of mcDC in disease,

possibly through their T cell anergy reversal function.

These results show that DC subsets are regulated by distinct determinants.. Despite the

correlation between pDC/mcDC number and autoimmune diabetes susceptibility, our results
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demonstrate a divergent contribution of DC subsets to pathogenesis. We shall investigate
further to refine genetic intervals and identify the candidates genes involved in the regulation

of both pDC and mcDC in vivo number.

Keywords : Dendritic cells, auto-immunity, genetics, diabetes, immuno-deficiency.
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CHAPITRE 1 : Introduction
Objectif général et structure de la these

L’objectif principal des travaux présentés dans cette thése consiste a investiguer la
régulation génétique du nombre des populations de cellules dendritiques non conventionelles
ainsi que leur impact sur ’auto-immunité. La section Introduction permettra de situer la
recherche menée au cours de mon doctorat au sein de la littérature en présentant les concepts
de I’hématopoiése des cellules dendritiques ainsi que leurs fonctions. Les principes
fondamentaux associés a I’auto-immunité seront également abordés, pour finalement établir
I’importance des cellules dendritiques dans un contexte auto-immun. Le Chapitre 1
présentera, sous la forme d’un manuscrit publié, les résultats d’une analyse génétique de la
proportion de cellules dendritiques plasmacytoides dans la rate a 1’état de base. Le Chapitre 2
se penchera plutét sur la régulation génétique d’une nouvelle population de cellules
dendritiques, dénommée mérocytique, ainsi que son implication dans la susceptibilité au
diabéte auto-immun chez la souris. Cette étude est également présentée sous forme de
manuscrit publié. Finalement, la section Discussion mettra en contexte les résultats présentés
avec les connaissances disponibles, pour souligner leur impact et des pistes futures a

envisager.



1.1 SYSTEME IMMUNITAIRE

Le systétme immunitaire (SI) est composé d’un complexe amalgame de populations
cellulaires et molécules aux fonctions, localisations, interactions et roles distincts permettant
de faire face a une multitude de dangers. Ces populations se différencient dans des organes
lymphoides primaires a partir de cellules souches hématopoiétiques via un processus appelé
hématopoiese.

Plusieurs de ces populations aux fonctions spécialisées font partie du systéme
immunitaire inné, retrouvé chez de nombreux organismes. Le systéme inné regroupe

¢galement une multitude de mécanismes distincts, tels que la cascade du complément, des
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Figure 1: Représentation schématique de 1'hématopoiese, modifiée de (1)




peptides antimicrobiens et des molécules pro-inflammatoires (2). Ces mécanismes partagent
un but commun : une réponse large et rapide contre les bactéries, virus et parasites. C’est
cependant I’émergence du systéme adaptatif au plan évolutif qui a marqué une capacité accrue
de générer des réponses immunitaires ciblées contre un spectre d’antigénes beaucoup plus
étendu (3). Le systeme adaptatif, qui se caractérise par la génération de diversité de récepteurs
spécifiques (notamment via la recombinaison V(D)J) et le développement d’une réponse
mémoire, est au premier plan de I'immunologie moderne notamment grace a son rdle dans la
vaccination (4). Cependant, les 2 branches du systéme immunitaire sont avant tout
complémentaires : une communication adéquate entre celles-ci est la clé pour obtenir une
réponse optimale. La compréhension des liens unissant les systémes innés et adaptatifs est

donc une priorité dans le cadre de mes travaux.

1.2 MODELES DE FONCTIONNEMENT DU SYSTEME IMMUNITAIRE

L’immunologie est définie par la Sociét¢ Canadienne d’Immunologie comme « I’étude du
systéme immunitaire, un systéme physiologique qui protége un organisme d’une infectiony.
C’est d’ailleurs dans cette vision un peu généraliste qu’a évolué¢ le domaine dans ses
balbutiements: une dichotomie entre 1’hte et le pathogéne, entre le Soi et le non-Soi. Un
modele viable du fonctionnement du systéme immunitaire se doit d’expliquer comment le
systétme immunitaire décide de s’activer au moment opportun, contre quelles cibles, et quel
type de réponse utiliser, tout en restant inoffensif pour 1’hote. On observe aujourd’hui une
opposition entre deux théories du systéme immunitaire, soi celle la Théorie du Soi vs non-Soi

et la Théorie du Danger, qui offrent des visions complémentaires.



1.2.1 Modéle du Soi vs non-Soi

La croyance fondamentale que le systéme immunitaire a évolué¢ pour attaquer des
pathogéenes a influencé la recherche pour la plus grande partie du XXe siécle. Cette hypothese
implique I’identification de mécanismes permettant a 1’hdte de distinguer le Soi du non-Soi.
C’est avec cette perspective que Burnett proposa la théorie de la sélection clonale (5), qui
suggere que chaque lymphocyte exprime un récepteur de surface spécifique a un cible donnée,
qui entraine une réponse immunitaire suite a sa stimulation et sa signalisation. Dans ce
modele, chaque lymphocyte posséde toutefois une spécificité distincte : entrainant la
génération d’un large répertoire de cibles possibles. Les lymphocytes auto-réactifs sont, dans
ce méme modele, supprimés tot dans la vie de I’organisme. Les expériences de transplantation
de Medawar supportent d’ailleurs cette hypothése, suite a la démonstration que des souris
tolerent des allogreffes de peau si elles ont été préalablement injectées avec des cellules du
donneur t6t dans le développement (6). Cette découverte valu d’ailleurs a Burnet et Medawar
le Prix Nobel de Physiologie et de Médecine en 1960, pour leur découverte de la tolérance
immunitaire acquise. Ce modele fut mis a jour avec les années pour inclure les importantes
contributions qui suivirent dans le domaine, notamment pour intégrer les signaux de
costimulation fournis par des cellules présentatrices d’antigénes professionnelles (APC) (7).
Cette découverte a d’ailleurs induit un important changement de paradigme dans le domaine :
elle implique en effet qu’avant méme la reconnaissance antigénique par les récepteurs
spécifiques aux lymphocytes, une capacité a discriminer le Soi du noi-Soi est nécessaire chez
les APC, afin d’effectuer le choix d’exprimer ou non les molécules de costimulation. En 1989,
Charles Janeway suggére un renouveau du modele en intégrant le concept de PRR, une famille

de récepteurs qui reconnaissent des motifs hautement conservés a travers 1’évolution chez les



pathogenes (8). Janeway rafina ainsi le mod¢le en ajoutant une dimension a la dichotomie Soi
vs non-Soi : infectieux ou non-infectieux. Cette distinction dicte donc que le systéme adaptatif
discrimine le Soi du non-Soi, mais que les APC discriminent un statut infectieux de non-
infectieux, et qu’une réponse est obtenue contre du « non-Soi infectieux ». La découverte
subséquente des récepteurs de type Toll/Toll-like (TLR) par James Hoffman et Bruce Beutler
(9, 10), fut le premier exemple de cette large famille de récepteurs innés permettant
I’activation des APC suite a la reconnaissance de ligands tels que les lipopolysaccharide
(LPS). On connait aujourd’hui I’identit¢ d’une multitude de récepteurs, associés a plusieurs

familles de protéines, qui permettent de reconnaitre rapidement des bactéries, fungi ou virus

(11).

1.2.2 Modé¢le du Danger

La théorie du Danger, qui provient des travaux de Polly Matzinger, est un mode¢le
controversé allant a I’encontre de plusieurs des dogmes établis de I’'immunologie moderne
(12). Elle supporte que la reconnaissance de signaux dits « de danger » sont des activateurs
beaucoup plus importants que la discrimination entre le Soi et le non-Soi, ou la détection de
molécules associés a des pathogenes. Cette théorie supporte que plusieurs des PRR associés a
la reconnaissance de pathogénes sont en fait des récepteurs pour des signaux d’alarme
endogénes ou DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns), tels que la relache de Heat-
shock proteins (HSP), high-mobility-group (HMGB1), chaperonines, ATP ou des crystaux
d’acide urique de cellules en nécrose (13, 14). Ces signaux, qui ont depuis ét¢ fermement
établis comme de puissants activateurs du systeme immunitaire, stimulent entres autres des
récepteurs comme RAGE ou plusieurs formes d’inflammasomes et sont impliqués dans une

multitude de pathologies (15, 16). Par conséquent, selon le modele de Danger, ce ne serait pas



la reconnaissance directe des PAMPs qui stimulerait le systétme immunitaire, mais le

dommage causé par ces pathogénes qui menerait a la relache de signaux danger.

Ce modele de 'immunité permettrait également d’expliquer pourquoi I’apoptose, qui
n’est pas associ¢e a la relache du contenu intracellulaire, est considérée comme un signal
tolérogeéne, en contraste avec la nécrose. Il expliquerait également comment le systeme
immunitaire tolére la flore commensale : celle-ci n’est pas considérée comme un danger. Ce
qui souléve une critique majeure de ce modele : comment le systéme immunitaire décide-t-il
ce qui constitue un danger? Comment ce modele explique-t-il les réponses immunes induites
sans dommage cellulaire détecté, en présence de pathogeénes? Les 2 modeles de I’'immunité
possédent chacun des forces et des faiblesses, dans différents contextes, et le domaine en
entier pourrait bénéficier d’une harmonisation de leurs concepts respectifs pour ¢laborer une

théorie unifiée.

1.3 CELLULES DENDRITIQUES

Les cellules dendritiques (ou DC), furent découvertes en 1868 par Paul Langerhans,
qui isola des cellules a une morphologie similaire aux cellules nerveuses dans la peau (17).
Nous avons du cependant attendre plus de 100 ans avant d’établir I’'importance de ces cellules
dans le systétme immunitaire (18). Découvertes en 1973 par Zanvil Cohn et Ralph M.
Steinman, les DC peuvent étre considérées comme la pierre angulaire du systéme immunitaire
inné grace a leur qualité unique en tant que APC (19, 20). C’est d’ailleurs I’identification
d’une population a la morphologie atypique et aux fonctions uniques qui a valu le prix Nobel

de Médecine de 2011 au Docteur Steinman (19-22). Ces cellules, qui exprimaient de forts



niveaux du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (MHC) de classe I et II, démontrent une
capacité inégalée a stimuler des lymphocytes T dans des réactions mixtes lymphocytaires
(MLR)(23-25). C’est cependant la capacit¢ des DC a capturer, appréter et présenter des
antigénes afin d’enclencher une réponse cellulaire des lymphocytes T qui a depuis
révolutionné I’immunologie.

On reconnait maintenant la présence de DC dans la majorité des organes du corps, ou
elles échantillonnent continuellement leur environnement a la recherche d’antigeénes. Suite a la
détection d’un signal activateur tel que le LPS, elles enclenchent un processus de maturation
qui permet aux DC de devenir une APC fonctionnelle (26). Avant de pouvoir présenter un
antigéne, les DC matures doivent cependant migrer vers la zone T des ganglions lymphatiques
en suivant un gradient des chimiokines CCL19 et CCL21 dans les canaux lymphatiques
afférents, qui signalent sur le récepteur CCR7 exprimé en surface des DC (27-32). Cette
colocalisation des DC avec les lymphocytes T constitue donc la condition idéale pour un
contact prolongé entre le TCR et les molécules de MHC I pour les T CD8" , et le MHC 1I pour
les T CD4". Ce contact prolongé est par ailleurs favorisé lors de la maturation des DC, qui
entraine la surexpression du MHC I/II ainsi qu’une diminution de leur internalisation.

Cette interaction ne constitue toutefois que le premier des 3 signaux que peuvent
fournir les DC pour déclencher une réponse T adéquate, soit 1. I’interaction MHC-TCR, 2. les
signaux de costimulation (B7.1/2-CD28, ICOS-ICOSL, 4-1BB, etc) et 3. les cytokines de
costimulation (IL-12, IL-1, IFNa, etc) (26).

En contraste, la stimulation des lymphocytes T par une DC immature induit leur
anergie (33, 34), entrainant une incapacit¢ a monter une réponse contre leur antigéne

spécifique dans le futur. On retrouve généralement ce type de présentation antigénique dans



des conditions non infectieuses, ou le peptide présenté est dérivé d’un antigéne du Soi (35).
Par conséquent, en plus de leur réle important dans 1’activation d’une réponse immunitaire, les
DC permettent également d’éviter des réactions auto-immunes inadéquates. De plus, les DC
influencent le processus de sélection négative des lymphocytes T autoréactifs générés dans le

thymus en présentant des antigenes captés ailleurs dans I’organisme. (36)

1.3.1 Sous-types de DC

Au dela des capacités communes de toutes les DC, on remarque une certaine
hétérogénéité entre plusieurs sous-types, leur conférant un avantage dans des situations
précises. Celles-ci différent au niveau fonctionnel ainsi que dans leur ontogénie (37). Les DC
dites conventionnelles (cDC), sont traditionnellement identifiées par une forte expression de
I’intégrine CD11c et des molécules du MHC (26). On les retrouve dans tous les organes
lymphoides ainsi que dans la majorité des organes non-lymphoides, avec des fonctions tres
conservées. Il existe également de nouvelles populations de DC atypiques, telles que les DC
plasmacytoides (pDC), les DC mérocytiques (mcDC) et les DC inflammatoires (moDC), qui

présentent des fonctions uniques (38-40).

1.3.1.1 ¢cDC CD8a."

La découverte de I’expression d’un homodimere de CD8a en surface des cDC a permis
de séparer les 2 sous-types majeurs de cDC dans la rate de la souris (41). On connait
aujourd’hui plusieurs autres marqueurs spécifiques a cette population, tels que DEC-205,
XCRI1, CD24 et CLEC9A (26, 37, 42, 43). Cependant, leur phénotype dans les organes non-
lymphoides est caractérisé par I’expression de I’intégrine CD103 et ’absence de CD11b (Mac-

1) (44, 45). En plus de leur sécrétion d’interleukine-12, ces cellules se distinguent par leur



capacité accrue a présenter des peptides dérivés d’antigénes exogenes sur des molécules de
MHC 1 & des lymphocytes T CD8", par un mécanisme appelé présentation croisée (46).

La voie endogéne de présentation antigénique implique une dégradation des peptides
endogénes par I’immunoprotéasome pour ensuite étre chargés sur le MHC I dans le réticulum
endoplasmique (RE) (47). En contraste, la présentation croisée consiste a transférer le contenu
d’endosomes vers le cytosol pour ensuite converger vers la voie classique, permettant la
présentation de peptides dérivés d’antigénes non-exprimés par I’APC acquis par endocytose
(48). 11 s’agit donc d’un mécanisme clé dans le contexte de I’immunité antivirale, ou il serait
autrement peu plausible de monter une réponse antigéne spécifique si les APC n’étaient pas
elles-mémes infectées (48). Par la méme occasion, ce mécanisme permet d’assurer la tolérance
périphérique contre des antigénes tissu-spécifiques en absence de signaux de maturation. En
contrepartie, les DC CD8a" démontrent une capacité réduite a stimuler une réponse T CD4"
via la présentation classique sur MHC II en comparaison avec les cDC CD11b" (49).

Il est donc plausible que les sous-types de cDC soient en fait spécialisés pour stimuler
une réponse contre des agents distincts. En effet, bien que tous les DC murines expriment le
récepteur Toll-like 9 (TLRY), seuls les DC CD8a" expriment le TLR3 qui reconnait ’ARN
double-brin retrouvé dans un nombre important de virus. On observe également une sécrétion
accrue d’IL-12p70 et d’interféron lambda (IFNA) par les DC CDS8a" suivant leur maturation,
ce qui contribue qu’a la promotion d’une réponse CD4 de type Thl ainsi qu’a I’activation des
cellules NK (Natural Killer) (50-53). Ces phénotypes, en plus de leur fonction de présentation
croisée, donnent aux DC CD8a un rdle central contre les pathogenes intracellulaires.

Plus de 10 ans ont été nécessaires pour identifier les marqueurs spécifiques a cette

population chez 1’humain, puisque celle-ci n’exprime pas les marqueurs classiques CD8a ou



DEC-205. Une analyse transcriptomique a permis de valider la forte expression du marqueur
spécifique BDCA-3 (Blood Dendritic Cell Antigen 3) sur une population non seulement
capable d’une présentation croisée efficace, mais qui répond également aux ligands des TLRs
4/8 pour entrainer une sécrétion d’IL-12 (54, 55). Cette fonction corréle d’ailleurs avec une

activité antivirale accrue, notamment contre le virus de I’hépatite C (56).

1.3.1.2 cDCCDI11b"

La population de DC la plus commune dans les organes lymphoides secondaires
exprime I’intégrine on, ou CD11b, et ce qui la distingue des DC CDS8a.'. Elle posséde une
capacité accrue a présenter des peptides exogenes sur MHC de classe II via la voie classique.
C’est grice a cette différence que les DC CD11b" arrivent a activer une réponse T CD4"
inégalée, généralement vers une réponse de type Th2 (57). Ce phénotype est explicable
notamment par leur sécrétion d’IL-4 et d’IL-10, ainsi que des chimiokines CCL17 et CCL20.
Cette population, qui est retrouvée a la fois dans les organes lymphoides et non-lymphoides,
est hétérogéne selon 1’expression de marqueurs tels que CD4, SIRPa, DCIR2 et ESAM (58).
Les sous-populations associées sont tres similaires entres elles, lorsque comparées aux autres
sous-types de DC (55). Cependant, trés peu de différences fonctionnelles ont été associées a
ces sous-populations de DC CD11b". (58). Une étude récente de transcriptomique sur cellule
unique chez les DC humains investigue davantage cette hétérogénéité chez 1’équivalent
humain des DC CD11b’, soit les DC CDIc" (BDCA-1") : ils observent des variations dans la
production d’IL-10, IL-12B et IL-18 suite a la stimulation des différents signaux activateurs
dans 2 sous-populations marquées par 1’expression différentielle des marqueurs CD32B,

CD163 et CD36 (59).
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1.3.1.3 DC PLASMACYTOIDES

La découverte d’une population atypique a la morphologie ressemblant aux
plasmocytes remonte a 1950 (60, 61). On remarqua d’abord leur prévalence dans les zones T
de ganglions lymphatiques, mais leur fonction et leur identité furent 1’objet d’un débat qui prit
plus de 50 ans a résoudre. Ces cellules, qu’on surnomma alors monocytes plasmacytoides ou
lymphocytes T plasmacytoides, furent enfin renommées cellules dendritiques plasmacytoides
en 1997 suite a I’identification d’une sous-population de cellules dendritiques CD4" CD123"
dans les PBMC (cellules mononucléées du sang périphérique) et les amygdales humaines. Ces
derniéres avaient non seulement la capacité de stimuler une réponse T, mais également
d’acquérir une morphologie de type dendritique suite a leur maturation (62). En parall¢le, on
connaissait depuis un moment I’existence d’une population sanguine ayant la capacité de
produire d’importantes quantités d’interférons de type 1 suite a la stimulation par des virus ou
tumeurs, dénommée natural interferon-producing cells ou IPC (63, 64). Les travaux des
laboratoires de Liu et Colonna (65, 66) ont cependant permis d’établir que ces 2 populations
n’en formaient en fait qu'une seule. Les DC plasmacytoides, ou pDC, se caractérisent par une
expression faible (souris) ou négative (humain) de D’intégrine CDllc, ainsi que par
I’expression du marqueur de lymphocyte B B220/CD45RA (67). Elles se distinguent
¢galement des DC classiques par leur faible expression du MHC de classe II et de molécules
de costimulation. Chez la souris, les pDC se démarquent également des cDC via I’expression
des marqueurs Ly6C, Bst-2 et Siglec-H, tandis que 1’on utilise 1’expression de I’IL-3Ra
(CD123), BDCA2 (Blood DC Antigen 2) et ILT7 (Immunoglobulin-like transcript 7) pour

isoler les pDC chez I’humain (67).
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La capacité unique des pDC a produire de I’interféron de type 1 est en fait attribuable a
une expression constitutive de Interferon Regulatory Factor 7, ou IRF7, qui régule directement
la transcription de IFNa (68). L’activation de IRF7 est provoquée par plusieurs mécanismes
distincts, tels que la stimulation de TLR intracellulaires ou d’hélicases de type RIG-I/MDA-5,
selon la nature du stimulus pathogénique. Par exemple, les pDC reconnaissent I’ARN simple-
brin situé¢ dans des compartiments endosomaux via le TLR7, associé a la présence de virus tels
que le VHC ou le VIH, ainsi que ’ADN CpG hypométhylé¢ via le récepteur TLR9 (69-71).
Cependant, contrairement aux autres cellules, il semble que la production de IFNa soit
indépendante des hélicases a ADN telles que RIG-I ou MDA-5 qui sont retrouvées dans
d’autres types de DC (71). Les fonctions spécialisées des pDC soulignent leur importance dans
la défense antivirale, tel que démontré via des expériences de déplétion de pDC. Le modele de
BDCA2-DTR de Marco Colonna, qui exprime le récepteur de la toxine diphtérique (DTX)
sous le controle du promoteur du gene BDCA2 humain, permet en effet une déplétion
spécifique des pDC suite & un traitement de DTX (72). Leurs travaux ont démontré une
diminution de la capacité a controler I’expansion du virus de la stomatite vésiculaire (VSV) et

du cytomégalovirus murin (MCMYV) en absence de pDC.

On attribue également aux pDC des fonctions tolérogéniques : leurs propriétés d’APC
sont drastiquement différentes des cDC, en raison d’une régulation du transactivateur maitre
CIITA par un promoteur distinct, soit le promoteur de lymphocyte B plIl (73). Cette
différence se traduit par une incapacité a arréter la synthése et le transport de complexe MHC
II suite a leur activation, ce qui diminue la stabilité des complexes en surface. Il s’ensuit une

difficulté a établir une interaction stable avec des lymphocytes T pour mener a leur activation,
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faisant des pDC de pictres APC, au profit de la tolérance. En effet, ce contraste de machinerie

de présentation antigénique avec les cDC est associé¢ a un role de délétion ou d’anergie des

lymphocytes T CD8 (74). Les pDC peuvent également produire de I’indoléamine 2,3-

dioxygénase (IDO), une enzyme qui permet d’inhiber la prolifération des lymphocytes T, ainsi

que de contribuer a la conversion en Treg CD4 CD25", tel qu’observé dans des modéles

d’allogreffe cardiaque ou de cancer (75, 76).
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Figure 2: Fonction tolérogéniques des DC plasmacytoides, tiré de (77)

1.3.1.4 DC MEROCYTIQUES

Le dernier arrivé dans la grande famille des cellules dendritiques nécessite encore

beaucoup de recherche pour caractériser sa fonction, son ontogénie, ou encore la simple

expression de marqueurs de surface. Par contre, on distingue la DC dite mérocytique de ses

prédécesseures par une fonction nouvelle et unique : la capacité de renverser 1’anergie de
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lymphocytes T, pourtant considérée comme un état permanent in vivo (40, 78). L’anergie, un
mécanisme fondamental dans la tolérance immunitaire périphérique, survient lorsqu’un
lymphocyte T reconnait un antigéne dans le contexte du MHC sans recevoir de signal de co-
stimulation, normalement associé a 1’absence de signal activateur (79). Il s’agit par conséquent
d’une facon d’éviter des réponses auto-immunes.

Le terme mérocytique est dérivé du grec « meros », qui signifie particule. En effet, les
mcDC se distinguent par leur capacité a emmagasiner des antigénes dans de petites vésicules
pour de longues durées, permettant de stimuler des réponses CD4 et CD8 plus de 24 a 48 apres
les DC conventionnelles (40). C’est d’ailleurs cette fonction d’APC qui permet d’attribuer aux
mcDC le statut de cellule dendritique, leurs précurseurs étant pour 1’instant inconnus. On sait
toutefois qu’ils sont amplifiés suite a 1’exposition au FIt3L, a la fois in vitro and in vivo,
suggérant une lignée commune aux DC (80, 81).

Les mcDC, retrouvés dans la rate et les ganglions lymphatiques, expriment de forts
niveaux de l’intégrine CDllc, a I'instar des DC conventionnelles. Par contre, ceux-ci se
différencient des autres populations majeures de DC par 1’absence de ’homodimére CD8a, de
B220 et BST2, ainsi qu’une trés faible expression de I’intégrine CD11b a leur surface (40,
81). Chez I’humain, aucune population équivalente n’a pour I’instant été identifiée.

L’importance des mcDC a d’abord été mise en évidence dans le contexte du cancer. Il
est bien établi que 1’apoptose intratumorale meéne a une suppression de la réponse immunitaire,
notamment via I’induction d’anergie des lymphocytes T spécifiques contre les antigeénes
tumoraux (82). Le transfert de mcDC exposés a des cellules tumorales apoptotiques permet
par contre de renverser cette anergie de fagon antigéne-spécifique et de restaurer la réponse

anti-tumorale CD8 (40, 83). Cette fonction unique a par la suite été explorée dans le contexte
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du diabéte auto-immun chez la souris NOD. Il s’avére que le transfert de mcDC exposés a des
ilots de Langerhans apoptotiques augmente 1’incidence du diabéte en comparaison avec les
autres sous-types de DC (81). De plus, les mcDC renversent 1’anergie de lymphocytes T CD8
portant un TCR OT-I spécifique pour un peptide de 1’ovalbumine, dans une souris exprimant

OVA sous le contréle du promoteur de I’insuline (81).

1.3.2 Ontogénie des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques constituent un sujet complexe au cceur de plusieurs débats,
souvent en lien a leur similitude aux macrophages. On les isole dans une multitude d’organes
tant lymphoides que non-lymphoides, tels que le thymus, ’intestin, les poumons, avec des
voies de différenciation spécifiques (84-87). Les cellules dendritiques a I’étude dans cette
theése correspondent a celle retrouvées dans les organes lymphoides secondaires, comme la
rate et les ganglions, dites conventionnelles. Cependant, il existe tout de méme une
hétérogénéité dans la différenciation des DC conventionelles, puisque qu’elles peuvent étre
isolées a partir de précurseurs a la fois lymphoides et myéloides. En effet, on retrouve des cDC
CD8a" et des pDC suite au transfert des CLP (Common Lymphoid Progenitor) ou des CMP
(Common Myeloid Progenitor) chez la souris (88-92). Toutefois, il semble que la majorité des
DC sont de provenance my¢loide (92): on accepte maintenant I’existence d’un précurseur
dendritique nommé CDP (Common Dendritic Progenitor), qui diverge de la lignée
macrophage a partir du stade MDP (Macrophage Dendritic Progenitor) dans la moelle osseuse
(93). Les CDP se caractérisent par 1’absence de marqueurs lignées-spécifique, une expression
de c—kit et FIt3, ainsi qu’une expression variable du récepteur a8 M-CSF. Lorsque transférés,

ces progéniteurs permettent de générer tous les sous-types de DC connus. Cependant, la
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différenciation des cDC se compléte en périphérie, via un intermédiaire nommé pro-DC,
tandis que les pDC se différencient exclusivement dans la moelle osseuse (94). Les pro-DC,
qui n’expriment pas I'intégrine CD1lc, se différencient ensuite en une seconde population
hétérogene, les pré-DC, qui se séparent par leur expression du marqueur Ly6C (95). Chaque
population se spécialise ensuite a produire des DC CD8a" (Ly6C-) ou CD11b" (Ly6C"). Une
fois différenciées, les cellules dendritiques conventionnelles survivent seulement 3 a 6 jours en
périphérie (96). En contraste, les pDC sont retrouvées plus de 15 jours aprés leur
différenciation, grace a leur phénotype quiescent (97). On ignore a ce jour tous les détails de
I’ontogénie des mcDC, a pouvoir méme douter du nom qui leur est attribué, ne sachant pas si

elles se différencient réellement a partir des CDP.

1.3.3 Facteurs impliqués dans la régulation du développement des DC

Le développement et la différenciation des cellules dendritiques ont été disséqués avec
attention depuis leur découverte originale. On connait maintenant 1’existence d’une multitude
de facteurs impliqués a différents stades de leur ontogénie. Certains sont partagés entre toutes
les sous-populations de DC, d’autres sont plus spécifiques. Par exemple, le facteur de
croissance FIt3L, qui signalise sur le récepteur FIt3 (CD135) via une voie STAT3-dépendente,
est essentiel au développement de toutes les populations de DC. En effet, les souris déficientes
en FIt3L, en FIt3 ou STAT3 sont dépourvues de DC (96). Une injection de FIt3L recombinant
permet également d’augmenter le nombre de tous les sous-types de DC in vivo, avec une
préférence pour les DC CD8a." et les pDC (98). Cette augmentation est attribuable a 2 roles de
FIt3L : il permet le développement des CDP et pré-DC, mais contribue également a

I’homéostasie des DC via le maintien de faibles niveaux de prolifération des DC différenciées
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dans les tissus lymphoides. Compte tenu du rdle crucial de 1’axe FIt3-FIt3L pour le
développement des DC, il n’est pas surprenant de constater que le facteur de transcription

PU.1, qui controle I’expression de FIt3 chez les progéniteurs, est également essentiel a toutes
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Figure 3 : Ontogénie des cellules dendritiques et facteurs impliqués, tiré de (99)

les sous-populations de DC (100-102). En parall¢le, on remarque une perte totale de tous les
sous-types de DC en utilisant une souris portant une mutation dominante négative de lkaros,
menant a la délétion fonctionnelle de tous les membres de la famille de Zkaros. En
contrepartie, une mutation de Zkaros seul (IKZF1) méne a la perte spécifique des DC CD11b",
suggérant une potentielle redondance fonctionnelle des autres membres de la famille pour les
pDC et DC CDS8a' (103, 104) .

L’identité des sous-populations de DC est cependant programmée par des facteurs plus
spécialisés. Le premier d’entre eux a étre identifiés fut RelB, de la famille de NFkB, qui est

exprimé a de hauts niveaux par les cDC CD8a’ spléniques (105). L’absence de RelB, ou du
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facteur TRAF6 qui est considéré agir en amont de RelB dans la méme voie de signalisation,
mene a une absence totale de cette population dans la rate chez la souris, sans affecter les pDC
ou cDC CDS8a" (105, 106). Trois membres de la famille Interferon Regulatory Factor (IRF),
soit IRF2, IRF4 et IRF8 ont également été associés au développement des sous-types de DC.
A P’instar de RelB et TRAF6, IRF2 et IRF4 sont impliqués dans la différenciation des pré-DC
en DC CD8a (107, 108). Cependant, 1I’absence de IRF4 méne a une ablation totale de cette
population, tandis que 1’absence de IRF2 meéne a une réduction en nombre (109). En contraste,
le facteur IRFS contribue a la différenciation des DC CDS8a" ainsi que des pDC (110). On
observe d’ailleurs une implication d’IRF8 dans la régulation de 2 sous-types de DC humains :
2 mutations de IRF8 causent une immunodéficience associée a la perte des DC
conventionnelles et des pDC (111). Au dela de son role dans le développement
hématopoictique, IRF8 est aussi associé¢ a la régulation fonctionnelle de ces sous-types : il
contrdle I’expression de IL-12 par les DC CD8a" ainsi que I’expression de TLR9 et IFNo. par
les pDC (112).

Le facteur BATF3 fut le premier facteur de transcription associé a la régulation
spécifique des DC CD8o." spléniques ainsi que leur équivalent CD103" CD11b™ des ganglions
périphériques (113). L’absence de BATF3 se traduit en une forte réduction en nombre,
attribuée au rbéle qu’aurait BATF3 dans la transition de pré-DC vers DC CD8a (114). Le
facteur E4ABP4 qui est exprimé au stade CDP, contribue également au développement des DC
CDS8a’, suggérant un role possible dans le choix de différenciation au détriment des DC
CDI11b" (115). En effet, les CDP déficients en E4BP4 démontrent une baisse d’expression du
facteur BATF3 (115). Les DC CDS8a' expriment également de forts niveaux du facteur de

transcription ID2, bien qu’il soit exprimé a des niveaux plus faibles par I’ensemble des DC
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conventionnelles (37, 99). Bien que I’absence de ID2 empéche le développement spécifique
des DC CD8o." dans la rate et leur équivalent CD103" dans les ganglions drainants de la peau,
on observe un développement normal de toutes les populations de ¢cDC dans les ganglions
mésentériques (116). Il semble donc que 1’ontogénie des sous-types de DC opére en présence
de facteurs distincts dans différents tissus, méme si les populations présentes possédent des
fonctions et phénotypes similaires.

Les pDC, pourtant eux aussi sous le contrdle des facteurs FIt3L et IRF8 (100), sont
¢galement régulées par un programme transcriptionnel distinct. Il semble trés probable
qu’IRF8 soit également capable de réguler I’ontogénie des pDC via une interaction avec un
homologue de PU.1, nommé SPIB. En effet, ’inactivation de I’expression génique de SP/B
chez des progéniteurs hématopoiétiques humains meéne a une absence de pDC (117, 118).
Cependant, les souris Spib-déficientes possédent au contraire plus de pDC en périphérie, au
cout d’une réduction du nombre de pDC dans la moelle osseuse (119). Cette observation
semble suggérer un role divergent de SPIB entre I’homme et la souris, qui reste a investiguer

en profondeur.
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Figure 4. Régulation de la signature transcriptionelle des pDC, tiré de (120)

Le chef d’orchestre de la régulation des pDC reste toutefois E2-2, encodé par le géne
Tcf4. Ce dernier controle 1’expression de genes clés impliqués dans [’homéostasie, la
différenciation et la fonction des pDC, tels que 78, SpiB, Tlr7/TIlr9, ou Bdca?2 (55, 121, 122).
L’expression de E2-2 est quant a elle induite par un mécanisme STAT3-dépendant, suivant la
signalisation de FIt3 (123). Son activité peut cependant &tre inhibée par le facteur ID2,
exprimé uniquement par les sous-types de c¢DC, expliquant 1’absence de la signature
transcriptomique unique induite par E2-2. En effet, les souris /d2”~ démontrent une légére
augmentation du nombre de pDC dans la rate (116). L’absence de 1d2 chez les pDC a
récemment ¢été¢ expliquée par 1’équipe du Dr. Boris Reizis, identifiant le facteur MTG16
comme un régulateur de I’expression de 1d2 (124). En effet, MTG16 et E2-2 ont démontré

pouvoir former un complexe pouvant se mobiliser sur le promoteur de Id2. On ignore toutefois
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pour quelle raison MTG16 est spécifiquement exprimé chez les pDC, ce qui fera probablement
I’objet de recherches plus avancées.

La régulation des sous-types de DC forme une complexe toile de facteurs spécifiques
et généraux, agissant a de nombreux stades au cours de leur ontogénie. Bien que le portrait de
la situation se clarifie, il reste de nombreuses questions a investiguer. On ignore par exemple

I’identité d’un seul facteur associé a la régulation spécifique de la différenciation des meDC.
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1.4 AUTO-IMMUNITE

1.4.1 DEFINITION

Un systéme immunitaire sain tel que retrouvé chez les mammiféres permet de répondre
contre un grand nombre de pathogenes grace a la génération d’une incroyable diversité de
récepteurs via des mécanismes tels que la recombinaison V-D-J ou I’hypermutation
somatique. Cette diversité apporte toutefois un inconvénient majeur : le systéme immunitaire
génere également un répertoire de cellules capables de reconnaitre des antigénes du Soi. Il doit
par conséquent étre contrdlé par les différents mécanismes de la tolérance centrale ou
périphérique pour éviter une réponse dite auto-immune. Cette derniére se caractérise par un
bris de tolérance contre les antigénes du Soi, menant & une réponse aberrante contre les
cellules saines de I’hote. Il existe une panoplie de maladies auto-immunes, soit organe
spécifique ou systémiques, qui différent dans leur immunobiologie et causes spécifiques.

Les maladies auto-immunes systémiques regroupent des syndromes comme le Lupus
Systémique Erythémateux (SLE) ou I’arthrite rhumatoide, qui ciblent des antigénes retrouvés
dans un bon nombre de tissus, tel que I’ADN double-brin et simple-brin, le collagéne ou le
fibrinogéne. En contraste, les maladies auto-immunes organe-spécifiques se distinguent par
une réponse contre un ou des antigénes a I’expression beaucoup plus restreinte. On retrouve
des réponses organes spécifiques contre une multitude de tissus : la peau (vitiligo), le systeme
nerveux (Myasthenia Gravis), ou encore des systémes endocriniens tels que la thyroide
(maladie de Graves) ou le pancréas (diabéte). La réponse antigéne-spécifique dans le contexte
du dernier est généralement dirigée contre des peptides dérivés de 1’insuline ou GAD-65
(Glutamic Acid Decarboxylase -65), exprimés par les cellules f§ des ilots de Langerhans du

pancréas.
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1.5 DIABETE AUTO-IMMUN

Le diabete auto-immun, aussi connu sous le nom de diabéte de type 1 (T1D), est une
maladie découlant de la destruction des cellules  des ilots de Langerhans du pancréas
responsables de la production de I’insuline, une hormone essentielle dans le métabolisme du
glucose. Ces flots furent découverts en 1869 par Paul Langerhans, qui est également
responsable de I’identification des cellules de Langerhans, bien que ce dernier ne leur associa
alors pas de role dans le métabolisme du glucose et dans le développement du diabéte (125).
On doit cependant attendre 1889 pour comprendre le lien entre le pancréas, quand Minkowski
et von Mering ont démontré pour la premicre fois que la pancréactomie de chiens induisait le
développement d’un diabete (126). Ce diabete pouvait étre temporairement traité via la greffe
sous-cutanée d’une partie de ce pancréas. En 1921, les travaux du Dr. Frederick Banting et son
¢tudiant Charles Best ont permis [’isolation d’un extrait de pancréas aux propriétés
thérapeutiques (127). Cet extrait fut obtenu suite a la ligature de conduits pancréatiques chez
plusieurs chiens, menant a 1’atrophie de la portion exocrine du pancréas et un enrichissement
de la portion endocrine dont font partie les ilots. Une substance dérivée de ce pancréas
dégénéré permit de rétablir une glycémie normale chez des chiens pancréactomisés. Suite a
une validation en utilisant des pancréas de vache, Banting et Best entreprirent d’isoler la
molécule responsable en collaboration avec les chimistes James Collip et John James
MacLeod, qui fut plus tard nommée insuline. Cette substance fut ensuite validée chez
I’humain en 1922 lorsqu’elle fut administrée a un jeune gargon diabétique a Toronto,
permettant un contréle majeur de sa glycémie (126). L’importance de cette découverte fut
d’ailleurs soulignée par le prix Nobel de médecine de 1923 attribué a ses découvreurs, les Drs

Banting et MacLeod. C’est leur découverte qui permit par la suite 1’utilisation de 1’insuline
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pour augmenter de facon dramatique 1’espérance de vie des diabétiques du monde entier. Bien
que nous possédons maintenant une fagon efficace pour contrdler les symptomes de la
maladie, nous peinons toujours a expliquer son développement. Les causes du T1D sont
multiples : la contribution génétique complexe est complémentée par plusieurs facteurs

environnementaux.

1.5.1 Susceptibilité génétique du T1D

La recherche sur la contribution génétique au T1D remonte a 1973, qui correspond a la
découverte du premier locus de susceptibilité, soit I’antigéne des leucocytes humains (HLA).
Le locus HLA, qui encode plus de 200 geénes, parmi lesquels on retrouve les génes du MHC 1
et II. Le locus HLA est hautement polymorphique : on retrouve plus de 6543 all¢les uniques,
contribuant a différents niveau a la susceptibilit¢ ou la protection contre le T1D, dans des
rapports de chances (Odds-ratio, ou OR) variant de 0.02 a plus de 11 (128). C’est pourquoi on
considere le locus HLA comme le locus de susceptibilit¢é majeur en génétique du TI1D.
Cependant, plus de 60 polymorphismes génétiques indépendants des alleles du HLA ont été
associés au développement du T1D, agissant via des mécanismes distincts (129, 130). Parmi
ceux-ci, on retrouve INS, qui encode directement pour I’insuline et qui explique 10% de la
susceptibilité génétique au T1D (131). En effet, un polymorphisme dans la région promotrice
de I’insuline influence potentiellement 1’expression de I’ARNm de I’insuline dans le thymus,
menant a une augmentation de la présence de lymphocytes T autoréactifs en périphérie via une
tolérance centrale altérée. Certains génes associés a la synapse immunologique sont également
liés a la susceptibilité au T1D, tels que CTLA4 et PTPN22 (132). On connait également la

contribution de la réponse IFN de type 1 pour les maladies auto-immunes telles que le lupus
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ou le psoriasis, mais on observe un potentiel effect protecteur de cette voie médi¢ par le gene
IFIHI encodant le récepteur intracellulaire MDAS (133, 134). En effet, deux all¢les
protecteurs de IFIHI sont répertoriés. Il reste cependant encore une partie significative de la
contribution génétique qui est inexpliquée, mais les travaux chez la souris ont permis d’aider
la compréhension de nouveaux mécanismes et génes candidats potentiels qui sont pertinents

chez ’humain.

1.6 LA SOURIS NOD

La souris NOD, ou Non-Obese Diabetic, voit le jour au Japon dans les laboratoires de
Shionogi and Co Ltd., qui investiguait le lien entre le développement de cataractes et du
diabéte via une lignée nommée CTS (Cataract Shionogi). Le croisement sélectif des souris
CTS hyperglycémiques sur plus de 20 générations permit le développement d’une lignée
génétiquement susceptible de développer un diabéte auto-immun spontané dans 90% a 100%
des femelles a 30 semaines, ainsi que dans 50% a 80% des males (135). Bien que la possible
association avec les cataractes fut plus tard rejetée, la lignée fut préservée pour son importance
dans I’¢étude de la pathogénese du diabéte auto-immun et fut distribuée partout dans le monde.
C’est aujourd’hui I’'un des modeles les plus étudiés, non seulement pour le développement du
diabete auto-immun, mais également de la sialite et la thyroidie auto-immune, la dysfonction
hématopoiétique ainsi que comme modele de xenogreffe humaine dite « humanisée » (136-

139).
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1.6.1 Pathogénése du diabéte auto-immun chez la souris NOD

Bien que I’on détecte les premiers signes cliniques du diabéte auto-immun a partir de
12 semaines, la pathologie s’initie beaucoup plus to6t. On observe une vague d’apoptose des
cellules § du pancréas causée par un remodelage normal du pancréas dans le développement,
qui semble étre une étape déterminante dans I’initiation de la maladie, sans en comprendre le
mécanisme jusqu’a présent (140). En effet, on détecte peu de temps aprés une infiltration de
leukocytes en périphérie des ilots de Langerhans, nommée péri-insulite, dés 2 a 4 semaines
chez les femelles, et 5 & 7 semaines chez les males (135). Cette infiltration, qui progressera
¢ventuellement en insulite, est composée entre autres de cellules dendritiques, de
macrophages, de lymphocytes T et B (141). Ce sont avant tout les lymphocytes T qui sont les
joueurs clés dans cette réponse auto-immune : une contribution des T CD4 et CD8 est
nécessaire au développement de la pathologie. En effet, il a ét¢ démontré que la déplétion des
T CD4 via I’injection de mAb CD4 abroge le développement du diabéte, et que le transfert
adoptif de lymphocytes T CD4 d’une souris diabétique vers une souris non-diabétique est
suffisant pour déclencher une réponse auto-immune. L’utilisation de souris déficientes en 32-
microglobuline, qui n’ont pas de lymphocytes T CD8, a également permis de démontrer leur

role essentiel (142, 143).
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Figure 5. Pathogénése du diabéte auto-immun, tiré de (144)

Compte tenu de I’'importance des lymphocytes T dans ce processus, il est important
d’identifier la cellule présentatrice d’antigéne responsable de leur activation. Les cellules
dendritiques constituent des suspects trés intéressants : leur déplétion dans un systéme de
récepteur a la toxine diphtérique sous le contréle du promoteur de CD11c (CD11c-DTR) a
permis de démontrer une absence d’insulite et de réponse auto-immune subséquente (145).
Cependant, lorsque la déplétion des DC est effectué¢e apres le début de 1’insulite, on observe
une accélération de la maladie, suggérant que les DC sont a la fois dommageables et
bénéfiques, potentiellement via des mécanismes ou sous-types distincts (145). On note entres
autres des variations dans les proportions de pDC, de DC CDS8a et de DC CD8ao" chez la
NOD en comparaison avec des lignées résistantes au diabéte auto-immun, comme la C57BL/6

(146). On sait que la déplétion des pDC accélére la maladie chez la NOD, possiblement en lien
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avec leur production de IDO (145). En contraste, on attribue un réle dommageable aux pDC,
via leur production d’IFNa., dans le modele de diabéte STZ suite a une déplétion anti-BST2
(147). On attribue d’ailleurs un role similaire des pDC en auto-immunité humaine, soit dans le
contexte du psoriasis, du SLE ou encore du TID, ou une forte signature en IFN de type I est
associée a un mauvais pronostic (148).

On souligne également le role dommageable des DC CD8a’, puisque leur transfert
spécifique dans une souris NOD dépourvue de DC accélere le développement du diabéte auto-
immun. Ces expériences démontrent bien I’importance des DC dans la maladie chez la souris,
mais le role des sous-types de DC chez I’humain est moins bien caractérisé. L’équivalent
fonctionnel humain des sous-types retrouvés chez la souris est bien établi, mais aucun défaut
fonctionnel n’est pour I’instant associ¢ aux DC dits classiques (149-151). On considere
toutefois utiliser le potentiel tolérogénique des DC dans des thérapies ciblées chez I’humain
(152).

Bien que de nombreuses études supportent un role des DC dans la réponse initiale aux
antigenes des cellules 3, dans I’insulite et dans la destruction des cellules, on ne peut ignorer
I’existence d’autres APC telles que les macrophages et les lymphocytes B dans les ilots
infiltrés (145). Cependant, seules les DC ont démontré la capacité a pouvoir capturer des
antigénes exogenes tels que I’insuline pour pouvoir le présenter a des lymphocytes T CDS via
la présentation croisée, ajoutant a I’intérét des DC dans le domaine.

Les lymphocytes B, bien que responsables de la présence d’auto-anticorps
fréquemment retrouvés chez la souris et chez ’humain, ont une contribution plus complexe
dans la pathogénese. Le transfert d’auto-anticorps de souris diabétiques ne semble avoir aucun

impact sur I’incidence du diabete (153). Cependant, la déplétion des lymphocytes B via
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’utilisation de souris NOD uMT a mené a une diminution de I’incidence du diabéte, sans
I’¢éliminer complétement (154). 11 semble donc plausible que les lymphocytes B contribuent a
la pathogénese via leur fonction d’APC, considérant une absence de progression dans des

modeles ou le MHC de classe I ou de classe II est délété de fagon B-spécifique (153, 155).

1.6.2 Génétique du diabéte auto-immun chez la NOD

Le diabéte auto-immun est un trait complexe modulé par une multitude de locus
génétiques communs entre la souris NOD et ’humain. Chez la souris, on nomme ces locus
ldd, pour Insulin dependent diabetes. On rapporte jusqu’a présent plus de 23 régions Idd.
Plusieurs de ces régions Idd furent identifiées en utilisant la souris NOR, ou Non Obese
Resistant, le résultat d’un croisement congénique de la NOD avec les lignées C57BL/KsJ et
DBA/2J (156). 1l en résulte une souris au génotype majoritairement NOD, mais protégée du
diabete par quelques régions qui sont depuis a 1’étude, telles que 1’/dd5 sur le chromosome 1,
1’1dd 13 sur le chromosome 2 et I’/dd9 sur le chromosome 4.

Le locus Iddl contient le complexe majeur d’histocompatibilité de classe II, et est
nécessaire au développement de la maladie, mais pas suffisant par expliquer 100% de la
contribution génétique (157). La souris NOD posséde ’haplotype unique H-2¢", qui a une
substitution a la position 57 de la chaine a du complexe I-A, altérant de fagon significative le
répertoire de peptides pouvant étre présentés chez la NOD dans un contexte de classe II (158,
159). De plus, cet haplotype posséde une mutation commune a d’autres haplotypes qui
inactivent le locus Ea, empéchant 1’expression de complexes I-E en surface d’APC (160). Ces
changements semblent influencer la sélection négative au niveau du thymus, 1’induction de

cellules T régulatrices, ou affecter les processus de tolérance périphérique (161, 162).
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Le locus Idd3, qui contient les génes /12 et IL21, est également un facteur de
susceptibilit¢ majeur. En effet, I’allele NOD de IL-2 est polymorphique, et semble affecter la
génération et la maintenance des lymphocytes T régulateurs CD4" CD25" FoxP3", qui sont
fortement dépendants de la signalisation via I'IL-2R. En effet, les souris congéniques
NOD./dd3 démontrent une fonction suppressive de leurs T régulateurs supérieure a la souris
NOD (163-166). En contrepartie, on observe aussi une surexpression d’IL-21 chez la NOD,
une cytokine nécessaire pour le développement de la réponse auto-immune, également
modulée chez les souris NOD./dd3, suggérant la présence de 2 geénes distincts au sein d’un
méme intervalle (167).

Le locus Idd5.1 est le troisiéme locus majeur de susceptibilité au diabéte auto-immun :
il contient entre autres le géne Ctla4, aussi associé au T1D chez ’humain. L’alléle NOD de
Ctla4 contient un polymorphisme affectant son épissage, menant a une baisse d’expression
d’un isoforme impliqué dans I’interaction avec CD80/CD86, diminuant le seuil d’activation
des lymphocytes T (168). Par ailleurs, la souris congénique NOD./dd5.1 stimule également
I’expression du Inducible T Cell Costimulator (ICOS), augmentant davantage le potentiel
d’activation de lymphocytes T autoréactifs (169).

Le locus 1dd13, situé sur le chromosome 2, est le sujet de plusieurs débats. On associe
plusieurs phénotypes a cet intervalle, comme le contréle de I’insulite, de la sélection négative
au niveau du thymus et la régulation de la proportion de cellules iNKT (cellules T Natural
Killer invariantes) (170-172). Plus d’un gene candidat également considéré dans le controle
de ces phénotypes. Serreze et al. ont identifi¢ B2m, le géne encodant pour la -microglobuline
qui est partie intégrante du MHC de classe I, comme geéne candidat majeur (142, 156). En

effet, une expérience de sauvetage transgénique de 1’allele B6 de B2m a démontré une
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protection contre le diabéte auto-immun chez la souris NOD via un mécanisme non-
hématopoiétique (143). L’impact fonctionnel de I’allele NOD de B2m reste a déterminer avec
certitude, mais les auteurs postulent que ce dernier influence la stabilité du MHC, influencant
le répertoire de peptides présentés. Les travaux de David Serreze suggérent également
I’existence de deux sous locus Idd13, suggérant que ce locus portent au moins deux genes
candidats (173). En effet, d’autres équipes ont démontré un examiné I’implication du facteur
apoptotique BIM, encodé par le géne Bcl2l11, dont I’induction est déficiente dans les
thymocytes de la NOD. Ce phénotype est associé a une diminution de 1’apoptose, culminant a
une dérégulation du processus de sélection négative et I’accumulation de lymphocytes T auto-
réactifs (174-176). De plus, des données complémentaires suggerent une contribution du géne
Sirpa, connu pour son interaction avec le récepteur CD47 et rapporté comme trés
polymorphique chez la NOD (données tirées de (177)). La signalisation de CD47 s’avere
importante dans le contexte du diabéte auto-immun chez la souris, et le locus SIRP est li¢ a la
susceptibilité¢ au T1D chez I’humain (178, 179). Finalement, on associe a Cd93 un rble dans

la régulation de la proportion des cellules iNKT chez la souris NOD (180).
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1.7 HYPOTHESE ET OBJECTIFS

Beaucoup d’efforts sont déployés pour comprendre la fonction des différentes populations
composant le systtme immunitaire. Apres tout, c’est en étudiant les mécanismes que nous
pourrons mieux les comprendre et éventuellement les utiliser pour intervenir dans le contexte
de maladies. On oublie trop souvent d’autres facteurs importants, pergus comme anodins, tels
le nombre de cellules. Un trés petit nombre de cellules dendritiques est suffisant pour induire
la réponse d’une grande quantité de lymphocytes T. Or, des variations du nombre de plusieurs
sous-types de DC in vivo sont associées a des phénotypes de débalancement du ratio Th1/Th2,
a I’infection par le VIH ou du choix entre la prolifération et la délétion (57, 182, 183). On ne
connait cependant pas 1’identité¢ des facteurs génétiques associés a la régulation spécifique du
nombre des sous-types de DC. On observe de plus des corrélations entre le nombre élevé de
pDC et de mcDC chez la souris NOD en comparaison avec la souris C57BL/6, qui sont
respectivement génétiquement susceptibles et résistantes au diabéte auto-immun (184). C’est
ce qui nous a permis d’émettre I’hypothése suivante :

Une analyse génétique utilisant les souris B6 et NOD nous permettra d’identifier de
nouveaux facteurs génétiques associés a la régulation spécifique des sous-types de DC, ce
qui nous permettra ensuite de valider le role de ces phénotypes dans le diabéte auto-
immun.

Les objectifs principaux de cette thése sont :

* Identifier les déterminants génétiques responsables de la régulation du nombre de DC
plasmacytoides et mérocytiques
* Déterminer si des variations physiologiques du nombre de pDC et de meDC permettent

d’influencer la susceptibilité au diabéte auto-immun chez la souris NOD
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CHAPITRE 2 : ARTICLE 1

2.1 THE SIZE OF THE PLASMACYTOID DENDRITIC CELL
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2.2 ABSTRACT

Plasmacytoid dendritic cells (pDC) compose one of the many distinct dendritic cell (DC)
subsets. The primary function of pDC is to potently produce type 1 interferons upon
stimulation, which is highly relevant in anti-viral responses. Consequently, the ability to
manipulate the size of the pDC compartment in vivo may increase the capacity to clear viral
infections. In an attempt to identify genetic loci affecting the size of the pDC compartment,
defined by both the proportion and absolute number of pDC, we undertook an unbiased
genetic approach. Linkage analysis using inbred mouse strains identified a locus on
chromosome 7 (Pdccl) significantly linked to both the proportion and the absolute number of
pDC in the spleen. Moreover, loci on either chromosome 11 (Pdcc?2) or 9 (Pdcc3) modified
the effect of Pdccl on chromosome 7 for the proportion and the absolute number of pDC,
respectively. Further analysis using mice congenic for chromosome 7 confirmed Pdccl,
demonstrating that variation within this genetic interval can regulate the size of the pDC
compartment. Finally, mixed bone marrow chimera experiments showed that both the
proportion and the absolute number of pDC are regulated by cell-intrinsic hematopoietic
factors. Our findings highlight the multigenic regulation of the size of the pDC compartment

and will facilitate the identification of genes linked to this trait.
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2.3 INTRODUCTION

The primary characteristic defining plasmacytoid dendritic cells (pDC) is their ability to
potently produce type 1 interferons (IFN) upon stimulation, conferring them with a key anti-
viral role [1-3]. Indeed, mice presenting with a higher proportion of pDC produce more [FN-a
in response to hypomethylated CpG [4]. The definitive in vivo contribution of pDC towards
viral clearance was recently assessed by infecting pDC-depleted mice with either MCMV or
VSV [5]. In the absence of pDC, MCMV-infected mice produced less type 1 IFN and
presented with an altered natural killer (NK) cell response, while VSV-infected mice showed a
significant decrease in the survival and recruitment of CD8 T cells. These observations
demonstrate that in the context of specific viral infections, pDC contribute to both innate and
adaptive immunity. Therefore, understanding the regulation of the pDC compartment may
allow for the manipulation of pDC number and/or proportion, which should enhance immune

responses towards viral infections.

pDC are present at a low proportion in secondary lymphoid tissues and compose
approximately 1% of total spleen cells. The size of the pDC compartment is determined, as for
any other hematopoietic subset, by the homeostatic pressures conferred to this cellular subset.
As for other dendritic cell (DC) subsets, pDC are derived from FIt3" precursors in the bone
marrow [6, 7]. However, pDC are relatively quiescent, suggested by the low rate of
incorporation of the DNA base analog, BrdU [8-10]. In addition, parabiotic experiments have
demonstrated that the half-life of pDC is notably shorter than that of other DC subsets [9].
Hence, the quiescence and short half-life of pDC may contribute towards defining their small

compartment size [3].
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Molecular determinants favoring pDC differentiation have also been identified. A cDNA
subtraction library demonstrated that Spi-B was preferentially expressed in human pDC
relative to monocyte-derived DCs [11]. Overexpression and knockdown experiments
conclusively demonstrate that Spi-B is a determining transcription factor promoting the
differentiation of human pDC in vitro [11, 12]. IRF-8 also proved to be a key transcription
factor in pDC differentiation and function, as /rfS-deficient mice presented with a much
reduced proportion of pDC along with a deficiency in type I IFN production upon viral
infection [13]. More recent studies have proposed that the E2-2 transcription factor serves as a
specific regulator of the pDC transcription profile, acting upstream of both Spi-B and IRF-8§,
and revealed its importance in the maintenance of the pDC fate [14, 15]. Therefore, the

differentiation of pDC is dependent on the timely expression of specific transcription factors.

Although the molecules and pathways relevant to the differentiation of pDC have been
identified, the molecular determinants defining the size of the pDC compartment remain to be
elucidated. Thus, we implemented an unbiased genetic approach to identify key genetic
determinants that regulate the size of the pDC compartment. Asselin-Paturel et al. have
previously documented differences in pDC proportion among different inbred mouse strains
[4]. Based on these observations, we undertook a linkage analysis of (NODxB6)F, mice
deficient for Rag! to identify loci that are linked to the size of the pDC compartment, which is
defined by both the proportion and the absolute number of pDC. We found a significant
linkage to both traits (proportion and absolute number of pDC) on the proximal end of mouse

chromosome 7 and named the locus plasmacytoid dendritic cell compartment 1 (Pdccl).
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Moreover, we identified genetic interactions between Pdccl and a locus on chromosome 11
contributing to the proportion of pDC, named Pdcc2, and between Pdccl and a locus on
chromosome 9 contributing to the absolute number of pDC, named Pdcc3. These data
demonstrated that the size of the pDC compartment in the spleen is a multigenic trait. We
further validated the linkage of chromosome 7 to both the absolute number and the proportion
of pDC using a congenic mouse strain and demonstrated that the size of the pDC compartment

is determined by cell-intrinsic hematopoietic factors.
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2.4 MATERIALS AND METHODS

Mice

C57BL/6 (hereafter denoted B6), C3H, BALB/c, NOD, NOR, NZW, B10.Br, B6.Rag1'/ “and
NOD.Ragl™ mice were purchased from The Jackson Laboratory and subsequently maintained
at the Maisonneuve-Rosemont Hospital animal housing facility (Montreal, Canada). NOD.H2k
[16], F1 (B10.Br x NOD.H2k), F1.Rag (B6 Ragl” x NOD Ragl”) and F2.Rag (F1.Rag” x
Fl.Rag'/ ) mice were maintained at the Maisonneuve-Rosemont Hospital animal housing
facility. For experiments using NOD.NZW-Chr7 mice, NOD and NZW (both purchased from
The Jackson Laboratory), as well as NOD.NZW-Chr7 [17] mice were bred and maintained at
St Vincent’s Institute animal facility (Melbourne, Australia). Six to 8 week-old mice were
used for phenotypic analyses. For generating bone marrow chimeras, F; (B10.Br x NOD.H2k)
recipient mice were irradiated at 11 Grays and left to reconstitute for 8 weeks with 2 x 10°
bone marrow cells from B10.Br and NOD.H2k mice at a 1:1 ratio. The Maisonneuve-
Rosemont Hospital ethics committee, overseen by the Canadian Council for Animal
Protection, and the animal ethics committee at St. Vincent’s Hospital approved the

experimental procedures.

Flow cytometry

Spleens, lymph nodes and thymus are treated with 1mg/ml collagenase (Type V from
Clostridium histolyticum, Sigma-Aldrich) for 15 minutes at 37°C. Bone marrow is flushed
from the femur and tibias. Livers were perfused with PBS and subsequently with collagenase

(Img/ml). Livers were then harvested and digested for 25 minutes at 37°C. Lungs were
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perfused with PBS, harvested and digested for 30 minutes at 37°C with collagenase. All
organs were passed through a 70um cell strainer (BD Biosciences) to yield single cell
suspensions prior to staining with antibodies. CD11c PE-Cy7, CDI11c FITC, Siglec H PE and
B220 APC antibodies were purchased from Biolegend, mPDCA-1 APC from Miltenyi Biotec
and B220 PerCP from BD Biosciences. All samples were run using either a FACSCalibur (BD
Biosciences), FACSCanto I (BD Biosciences) or BD LSRII (BD Biosciences) and were
analyzed using the FlowJo software (TreeStar, Ashland, OR). Note that we implemented a
precise gating strategy to allow for the accurate identification of pDC proportion in Rag-
deficient mice. Briefly, to remove autofluorescent cells [18], two dump channels are used on
the 488nm laser, namely FL.1 and FL2. A live gate is then applied and doublets are removed.

low

pDCs are subsequently selected based on the CD11c¢°*Bst-2" phenotype. Finally, a strict size

exclusion gate is applied to the FSC/SSC profile, corresponding to the pDC subset.

Linkage Analysis

Genomic DNA was isolated from the tails of F2.Rag male and female mice by using the
DNeasy blood and tissue kit from Qiagen. Single nucleotide polymorphisms were then
detected from the F2.Rag mice DNA using the Illumina mouse low density linkage panel
serviced through The Centre for Applied Genomics at the Hospital for Sick Children, Ontario,
Canada. Additional genetic markers were used to delimit the interval on mouse chromosome
7, namely D7Mitl178 (3.46Mb), D7Mit306 (10.99Mb) and D7Mit191 (19.47Mb). The
logarithm of odds (LOD) scores were obtained through a single- or two-dimensional
quantitative trait locus model using the R/qtl package [19] for the R software (version 2.11.1).

LOD scores higher than 3.1 were considered significant for single-dimensional analysis
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according to permutation tests (n=10 000, p= 0.05), and LOD scores between 2 and 3.1 were
considered suggestive. The two-dimensional model required a LOD score of 9.3 for

significance, calculated by permutation testing (n=1000, p=0.05).

IFNa production
pDC were sorted from pooled spleens of B6, NOD, NZW and NOD.NZW-Chr7 mice. Purity
was always above 95%. 1x10° sorted pDC were stimulated for 21h in vitro using 5 pg/ml CpG

ODN 2216 (Invivogen). The concentration of IFNa present in the supernatant was assessed

with FlowCytomix Mouse [FNa detection kit (eBioscience).

Measure of proliferation and apoptosis

B10.Br and NOD.H2k mice were sacrificed 24 hours after i.p. injection with 1 mg BrdU.
Extracellular staining for CD11c and Bst-2 on total spleen cells was performed prior to
intracellular staining for BrdU, active caspase-3 and Bcl-2 (BD Biosciences), which were
performed using the permeabilization kit BD Cytofix/CytoPerm. For BrdU, a 1 hour OmniPur
DNase I treatment (Calbiochem) was also performed. An isotype antibody control was used
for Bcl-2 staining (BD Biosciences), while the other intracellular stainings were compared

using the fluorescence-minus-one approach [20].
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Statistical analysis

Data were tested for significance using a non-parametric Mann-Whitney test with a minimal
threshold of 0.05. Estimation of the interval coordinates was obtained using a 95% Bayes
interval test. All statistical analyses and the F, distribution were obtained using the SPSS 17.0

software.
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2.5 RESULTS

low

To identify pDC in the spleen, we took advantage of their CD11¢"*"Bst-2" specific phenotype,
where Bst-2 is detected using the mPDCA-1 monoclonal antibody (Figure 1A) [21]. Notably,
all CD11c¢""Bst-2" cells express B220 (supplementary figure 1a), validating the specificity of
the CD11c and Bst-2 marker combination in delineating the pDC population. Using these cell-
surface markers, Asselin-Paturel et al. documented variation for the proportion of pDC among
a panel of inbred mouse strains, where B6 exhibited the lowest and 129Sv the highest pDC
proportion in the spleen [4]. To confirm and extend this study, we measured the proportion of
pDC in spleens obtained from five inbred mouse strains, two of which had not been previously
documented, namely NOD and NOR strains. In addition, we documented the absolute number
of pDC in the spleen of each strain. Similar to that observed by Asselin-Paturel et al. [4], B6
mice exhibited the lowest proportion and number of pDC (Figure 1B). C3H and BALB/c
mouse strains presented slightly increased levels, whereas NOD and NOR mouse strains

exhibited the highest proportion and absolute number of pDC in this collection of mouse

strains (Figure 1B).

To investigate the genetic basis of pDC variation in mice, we performed a linkage analysis
using B6 and NOD mouse strains for the following reasons. First, these two mouse strains
respectively exhibited the lowest and highest levels of pDC (Figure 1B), suggesting that these
distinct genetic backgrounds provide the greatest chance of detecting genetic linkage to this
pDC trait in a (NODxB6)F, cohort. Second, the NOD mouse strain is a widely used model for

genetic studies of type 1 diabetes (T1D). A number of congenic NOD strains have been
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generated to confirm T1D loci [22, 23] and, accordingly, could be used to confirm overlapping

loci identified in our pDC linkage analysis.

One potential limitation for a linkage analysis of pDC is the sensitivity for measuring variation
of pDC levels in a (NODxB6)F, outcross. We first validated that CD11c¢""Bst-2" cells
efficiently delineated pDC in both parental strains, namely B6 and NOD mice. We found that

low cells from both mouse strains

Bst-2 and Siglec-H were effectively co-expressed on CD11c
(supplementary figure 1b), in steady state conditions [24]. Hence, we continued using only
CDl11cand Bst-2 to identify pDC. The difference between B6 and NOD mouse strains for the
proportion of pDC was less than 1%, where B6 and NOD mouse strains respectively had an
average of 0.6% and 1.5% pDC in the spleen (Figure 1B). To enhance the detection of pDC
differences, we postulated that the proportion of pDC would be increased in mice harboring a
null mutation for Rag due to the lack of lymphocytes in these mice. Accordingly, we
determined the proportion of pDC in B6.Ragl™ and NOD.Ragl™ mice, hereafter respectively
referred to as B6.Rag and NOD.Rag. As Rag-deficient mice lack T and B cells, the gating
strategy was adapted to account for a much higher percentage of autofluorescent cells ([18],
Figure 2A, see also materials and methods). We found that a larger difference could be
detected for the proportion of pDC between NOD.Rag and B6.Rag mice (Figure 2B)
compared to the difference observed between NOD and B6 wildtype mice (Figure 1B).
Indeed, the Rag-deficient background presented a difference of 8% in pDC proportion (an
average of 8% vs 16% of pDC was detected in B6.Rag and NOD.Rag mice, respectively), as

opposed to a difference of <1% in the Rag-sufficient background. Moreover, the sensitivity in

pDC detection was increased upon Rag-deficiency, where, for instance, B6.Rag mice
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exhibited 8% pDC compared with only 0.6% in B6 mice. Together, these data demonstrate
that the sensitivity in detecting pDC is increased in Rag-deficient mice. Correspondingly, as
for Rag-sufficient mice, the absolute number of pDC in the spleen was lower in B6.Rag mice
relative to NOD.Rag mice (Figure 2C). As NOD.Rag mice do not develop autoimmunity due
to the absence of lymphocytes, these observations further indicate that the increased pDC
proportion observed in the NOD mice, relative to the B6 mice, is not a consequence of an

underlying autoimmune pathology.

Based on the increased sensitivity for detecting pDC in Ragl-deficient mice and the
consequential increased difference in pDC proportion between B6.Rag and NOD.Rag mice,
we generated a cohort of 181 (NOD.Rag x B6.Rag)F, mice (referred to as F2.Rag). The
proportion of pDC in F2.Rag mice varied from 1.3 to 39% and showed a normal distribution
(Figure 3A). Genome-wide single-nucleotide polymorphism (SNP) genotyping was performed
on this F2.Rag cohort by taking advantage of the Illumina low density platform. The linkage
analysis for pDC proportion demonstrated a significant linkage on chromosome 7 with a LOD
score of 5.46, well above the significance threshold of 3.1 determined by permutation testing
(Figure 3B). In addition, linkage above the suggestive threshold was observed on both
chromosomes 8 and 13, with a locus on chromosome 1 almost reaching the suggestive

threshold (Figure 3B).

The size of the pDC compartment is defined by both the proportion and the absolute number

of pDC. Therefore, to fully characterize the genetic loci defining the size of the pDC

compartment, we performed a linkage analysis on the absolute number of pDC in the spleen of
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F2.Rag mice. The absolute number of pDC in the F2.Rag cohort exhibited a normal
distribution (Figure 3C) and was significantly linked to the same locus as pDC proportion on
mouse chromosome 7 (Figure 3D). Linkage above the suggestive threshold on chromosomes 1
and 16 were observed, yet chromosomes 8 and 13 were not linked to the absolute number of
pDC. Together, these data show that a dominant locus on chromosome 7 is significantly linked
to both the proportion and the absolute number of pDC, while additional suggestive linkage

are distinctly linked to either trait.

To delimit the interval associated with the size of the pDC compartment on mouse
chromosome 7, the F2.Rag cohort was genotyped for three additional genetic markers
(D7Mit191, D7Mit306 and D7Mitl78). These three markers are proximal to the SNP
rs3720735, the most proximal informative SNP from the Illumina low density platform.
Higher resolution maps of chromosome 7 for linkage to both the proportion and the absolute
number of pDC further delimited the locus, which we have named Pdccl. Pdccl is located at
the proximal end of the chromosome 7 with a peak at 47.7Mb corresponding to the SNP
rs3670807 (Figures 4A and 4B). The 95% Bayes interval test delimits the Pdccl locus
between 23.5Mb and 63.5Mb. To evaluate the direct relationship of Pdccl to the size of the
pDC compartment, the F2.Rag mice were segregated according to their genotype at SNP
rs3670807 (Figure 4C and 4D). The F2.Rag mice harboring the NOD/NOD homozygous
genotype at the SNP rs3670807 exhibited a higher proportion and absolute number of pDC
relative to those mice harboring the heterozygous B6/NOD genotype, which exhibited higher

levels of pDC compared with mice harboring the homozygous B6/B6 genotype.
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The normal distribution of the proportion and absolute number of pDC in F2.Rag mice
suggested a multigenic trait, yet only the proximal region of chromosome 7 was significantly
associated with this trait. Joint LOD score analyses were subsequently performed to reveal
genetic interactions that may further define the loci affecting the proportion of pDC [25].
Although suggestive linkages were identified on chromosomes 8 and 13 for the proportion of
pDC (Figure 3B) and on chromosomes 1 and 16 for the absolute number of pDC (Figure 3D),
the joint LOD score analysis indicated that these linked regions were unlikely to interact with
one another or Pdccl to affect either the proportion or the absolute number of pDC (Figure SA
and 5B). On the other hand, the joint LOD score analysis detected significant genetic
interactions between loci on chromosome 7 and 11 that linked to the proportion of pDC and
between loci on chromosome 7 and 9 that linked to the absolute number of pDC (Figure 5A
and 5B). Further segregation analysis indicated that these interactions are complex. The two
SNPs defining the peak joint LOD score (Chr7 —rs3670807, Chrl1 —rs1341088) were used to
segregate mice and determine the mean proportion of pDC for each genotype combination
(Figure 5C). Mice that were NOD homozygous for both SNPs exhibited the highest proportion
of pDC. Intriguingly, mice that were B6 homozygous for both SNPs did not exhibit the lowest
pDC proportion. The lowest proportion was found in mice that were B6 homozygous for the
chromosome 7 SNP, but NOD homozygous for the chromosome 11 SNP. Mice with the
remaining genotype combinations had pDC levels that were intermediate or similar to these
other genotypes (Figure 5C). Similarly, segregation of F2.Rag mice according to their
genotype at the two SNPs defining the peak joint LOD score (Chr7 — rs3670807, Chr9 —
1s3665206) for the absolute number of pDC also demonstrated a complex interaction (Figure

5D). The lowest number of pDC was found in mice that were B6 homozygous for the
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chromosome 7 SNP and NOD homozygous for the chromosome 9 SNP (Figure 5D). These
results reinforced the finding that Pdccl is a key genetic determinant for this trait, but also
pointed to two distinct loci, namely Pdcc2, located on chromosome 11, and Pdcc3, located on

chromosome 9, that can modify the effect of Pdccl depending on the genotype combination.

To confirm that Pdccl is a key locus in determining the size of the pDC compartment, we took
advantage of a congenic NOD strain (NOD.NZW-Chr7) that harbors an NZW-derived
chromosome 7 interval ([17] and Figure 6A). Notably, NOD.NZW-Chr7 mice exhibited a
significant reduction in both the proportion and the absolute number of pDC in the spleen
compared to NOD mice (Figure 6B). Also, there is a tendency towards a reduction in pDC
number in all organs examined (supplementary figure 2), suggesting that the decrease in
number observed in the spleen is not due to preferential accumulation of pDC in other
lymphoid organs in the NOD.NZW-Chr7 congenic mouse. Therefore, changing the genetic
interval on chromosome 7 in NOD mice alters the size of the pDC compartment in Rag-
sufficient mice. This observation not only confirms our linkage of Pdcc! to this trait, it agrees
with the premise that the size of the pDC compartment in both Rag-deficient and Rag-

sufficient mice is defined at least in part by similar genetic variants.

As the level of pDC was not originally measured in NZW mice, we included these mice in our
comparison of NOD and NOD.NZW-Chr7 mice. Unexpectedly, the proportion of pDC in
NOD.NZW-Chr7 mice was even lower than in NZW mice (Figure 6B). This was not the case
for the absolute number of pDC, where both NZW and NOD.NZW-Chr7 mice exhibited a

similar number of pDC in the spleen (Figure 6B). Along with the joint LOD score and
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segregation analysis described above, these results support the view that genetic interactions
between two or more loci contribute to the proportion of pDC because the effect of the NZW-
derived congenic interval was increased when placed on the NOD genetic background. These
data also corroborate the contribution of distinct modifier loci outside the chromosome 7

interval in the regulation of each trait, namely the proportion and the absolute number of pDC.

In addition to variation in the proportion of pDC in different mice, pDC from B6 mice are
known to produce significantly less IFN-a than pDC from 129 mice, where the latter exhibit a
higher proportion of pDC [4]. Similarly, we found that pDC from B6 mice produce less IFN-o
than pDC from NOD mice on a per cell basis (Figure 6C). To assess whether Pdccl affects the
production of IFN-a,, we compared IFN-a production of pDC sorted from both NOD mice and
NOD.NZW-Chr7 congenic mice. pDC from NOD.NZW-Chr7 congenic mice produced
similar levels of IFN-a than those from NOD mice on a per cell basis (Figure 6D). Similarly,
pDC from the NZW parental strain also produced similar levels of IFN-a than those from
NOD mice on a per cell basis (Figure 6C). These results suggest that Pdccl affects the size of

the pDC compartment and is unlikely to affect IFN-a production by pDC.

The Pdccl locus on chromosome 7, currently defined by linkage and congenic analyses, is
relatively large (*90Mb) and presents with over 1000 genes. To restrict the candidate gene
search for Pdccl, we performed bone marrow chimera experiments to determine whether pDC
proportion is regulated by cell-intrinsic or —extrinsic hematopoietic factors. The two inbred
strains used are B10.Br and NOD.H2k, where both strains carry the same MHC locus,

allowing for the efficient generation of mixed chimerism [26, 27]. The B10.Br inbred strain is
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highly similar to the B6 strain and both strains present a similar frequency of pDC (Figure 7A,
compare with Figure 1B). The NOD and the NOD.H2k congenic strains also exhibited a
comparable proportion of pDC (Figure 7A, compare with Figure 1B). This was expected,
because the MHC locus on chromosome 17 was not linked to the size of the pDC
compartment (Figures 3 and 5). Bone marrow from B10.Br and NOD.H2k mice, which carry
the same MHC locus yet a different proportion of pDC, were mixed at a 1:1 ratio in a lethally
irradiated F1 (B10.Br x NOD.H2k) recipient and left to reconstitute for 8 weeks before
analysis. By taking advantage of the CD45 congenic markers for each strain, we found that the
B10.Br (CD45.2) and NOD.H2k (CD45.1) bone marrow reconstituted the B cell compartment
in relatively equal proportions (Figure 7B). However, both the proportion and the absolute
number of pDC originating from the NOD.H2k strain were significantly increased in
comparison to those from the B10.Br strain (Figure 7B). These results demonstrate that the
size of the pDC compartment is regulated by cell-intrinsic hematopoietic factors, suggesting

that potential candidate genes for Pdccl should be expressed in hematopoietic cells.

Identifying the specific cellular processes that control the size of the pDC compartment may
help further restrict the list of candidate genes. The size of the pDC compartment may be
influenced by the rate of pDC proliferation in the different mouse strains. We compared the
proliferative rate of pDC in B10.Br and NOD.H2k mice by BrdU labeling. As demonstrated
by others, we find that pDC are relatively quiescent [8-10]. In addition, we show that BrdU
incorporation in pDC was similar in both strains (Figure 7C), suggesting that the higher
number of pDC in the spleen of NOD.H2k mice is not due to an apparent increase in cell

cycling. An increase in pDC survival provides an alternative explanation for the increased size
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in pDC compartment in NOD.H2k mice, relative to B10.Br. However, we find that both Bcl-2
and active caspase-3 levels are present at comparable levels in pDC from both strains (Figure
7D). Together, these findings suggest that the different size of the pDC compartment between
B10.Br and NOD.H2k mice is not due to significant variations in pDC proliferation or

apoptotic markers and most likely results from other complex cellular processes.
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2.6 DISCUSSION

pDC have been shown to contribute to both innate and adaptive immunity, as well as rapidly
produce vast amounts of type I IFNs in response to viral antigens [5, 28]. Consequently, a
more comprehensive understanding of the genetic factors that define the size of the pDC
compartment may have relevant therapeutic ramifications. Through an unbiased linkage
analysis, we demonstrate that the genetic locus Pdccl, which is located in the proximal region
of chromosome 7, affects the size of the pDC compartment, as both pDC proportion and
absolute number are linked to this same locus. Importantly, using NOD.NZW-Chr7 congenic
mice, we validated the impact of the Pdccl locus in determining the size of the pDC
compartment. The distribution of pDC proportion and absolute number in F2.Rag mice, as
well as the identification of Pdcc2 and Pdcc3 as modifiers of Pdccl, also highlight that the
size of the pDC compartment is a multigenic trait. Finally, we demonstrate that factors of

hematopoietic origin contribute towards defining the size of the pDC compartment.

In this study, we performed a linkage analysis of the proportion and absolute number of pDC
in a cohort of F2.Rag mice resulting from a cross between B6.Rag and NOD.Rag mice. The
use of Rag-deficient mice provided a means to increase the relative proportion of rare immune
cell types, allowing better sensitivity in the linkage analysis. Although NOD mice are prone to
spontaneously developing autoimmune diseases, NOD.Rag mice lack both T and B cells
necessary for autoimmunity. The NOD.Rag mice thus permitted the analysis of pDC in the
absence of underlying inflammation caused by the progression of an autoimmune response. Of
interest, the relative difference in the proportion and absolute number of pDC between the B6

and NOD genetic backgrounds is maintained in both Rag-sufficient and Rag-deficient mice,
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where the B6 genetic background always presents with fewer pDC relative to NOD regardless
of the presence or absence of B and T cells. These results suggest that the relative size of the
pDC compartment in various genetic backgrounds is defined, at least in part, independently of
the presence of both T and B cells. We further show that the linkage of Pdccl to the pDC
proportion and absolute number is independent of Rag-deficiency. Indeed, NOD.NZW-Chr7
Rag-sufficient mice show a low proportion and absolute number of pDC relative to NOD mice
demonstrating that the proximal region of chromosome 7 defines the size of the pDC

compartment even in the presence of T and B cells.

Although dominated by the Pdccl locus on mouse chromosome 7, three observations from
this study suggest that the size of the pDC compartment is a multigenic trait. Firstly, the
F2.Rag cohort represents a normal distribution with regards to both the proportion and the
absolute number of pDC, indicating that more than one locus contributes to these pDC traits.
Secondly, chromosomes 8 and 13 exhibited suggestive linkage to the proportion of pDC and
chromosomes 1 and 16 to the absolute number of pDC. While potential false positives, these
suggestive linkages may also be concealed to some degree by Pdccl which acts as a dominant
locus [25] and will need to be validated using congenic strains. Thirdly, a genetic interaction
between Pdccl and Pdcc2 was significantly linked to the proportion of pDC, while that of
Pdccl and Pdcc3 was linked to the absolute number of pDC in the spleen. The complex
distribution of the pDC compartment size resulting from the interactions between the
compound genotypes of Pdccl, Pdcc2 and Pdcc3 further highlights the dominant effect of

Pdccl in this multigenic trait.
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Candidate genes for Pdccl, Pdcc2 and Pdcc3 remain to be defined. The bone marrow
chimeras demonstrate that the size of the pDC compartment is regulated by cell-intrinsic
hematopoietic factors. In addition, we find that neither proliferation of pDC nor the expression
level of apoptotic markers in pDC vary between B10.Br and NOD.H2k mice; these parameters
are thus unlikely to contribute towards defining the size of the pDC compartment among these
strains of mice. Rather, these data suggest that the underlying cellular process defining the size
of the pDC compartment may either result from more subtle variations in pDC proliferation or
apoptosis not detectable in the context of the assays performed herein or from more complex
hematopoietic-dependent factors, including but not limited to the presence of a key cytokine,
cell-cell interaction with other hematopoietic cells and/or the rate of hematopoietic
differentiation of pDC. To that effect, a number of genes (Spi-B, E2-2, IRF-4, IRF-8 and FIt3)
have been shown to contribute to the hematopoietic differentiation of pDC [7, 11, 12, 14, 15].
Of these genes, Spib and Flt3!/ (F1t3 ligand) are encoded on chromosome 7 between 51-53Mb,
comprised within the NOD.NZW-Chr7 congenic interval contributing to the size of the pDC
compartment. Spi-B is a transcription factor implicated in the differentiation of both B cells
and pDC [11, 29, 30], where overexpression of Spi-B in hematopoietic progenitors leads to an
increase in pDC number [11]. In addition, FIt3L promotes the differentiation of all DC subsets
and is known to increase pDC number [31]. Spib and Flt3] are thus two candidate genes of
interest which may define the size of the pDC compartment. Additional studies are required to
identify which are the causal genetic variants within Pdccl, Pdcc2 and Pdcc3 responsible for

these locus effects.
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As we and others have observed variation for IFN-a production from pDC of various mouse
strains, we examined the influence of the Pdccl locus on IFN-a production by pDC. As for
NZW mice, pDC from NOD.NZW-Chr7 mice produced similar levels of IFN-a than those
from NOD mice upon in vitro stimulation. These results suggest that the Pdccl locus is linked
to the size of the pDC compartment at steady state and is unlikely to participate in modulating
the production of IFN-a by pDC. Of interest, others have recently shown that serum IFN-a
levels determine the size of the pDC compartment in inflammatory conditions [32]. It is thus
tempting to suggest that different cellular mechanisms control the size of the pDC

compartment in steady state and under inflammatory conditions.

Other than their role in the production of IFN-a, pDC have been associated with the induction
of immune tolerance, where pDC favor the differentiation and function of regulatory T cells
[33-35]. In agreement with a role for pDC in immune tolerance, T1D patients exhibited a
lower proportion of pDC in the blood compared with unaffected individuals [36].
Notwithstanding, the contribution of pDC in the establishment of self-tolerance and in the
prevention of autoimmune disease progression remains controversial [37]. Indeed, pDC are
found at higher proportion in various autoimmune pathologies, including SLE, psoriasis and
T1D [38-40]. Moreover, type I IFN responses, which are predominantly due to activated
pDCs, are associated with increased susceptibility to SLE, Sjogren’s syndrome and T1D [41-
44]. In NOD mice, elimination of pDC has been reported to both facilitate the progression to
insulitis [45] and prevent diabetes onset [46]. Lastly, our study identified a higher proportion

of pDC in NOD mice, which spontaneously develop sialadenitis, thyroiditis and autoimmune
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diabetes [47]. Hence, the contribution of pDC in immune tolerance and prevention of

autoimmunity remains to be clearly defined [37].

The data presented herein suggest that an elevated proportion of pDC is neither necessary nor
sufficient for autoimmune diabetes progression. First, NOD.NZW-Chr7 mice present a low
proportion of pDC relative to NOD mice, but both strains show a comparable incidence of
autoimmune diabetes [17], demonstrating that elevated proportion of pDC is not necessary for
autoimmune diabetes progression. Second, both NOR mice, which are highly genetically
related to NOD mice [48-50], and 129 mice [4] exhibit a high proportion of pDC similar to
NOD mice, yet do not develop insulitis or diabetes. This observation indicates that elevated
pDC levels are not sufficient to promote T1D pathogenesis. This, however, does not preclude
a potential contribution of increased pDC levels in other autoimmune diseases. Indeed,
sialadenitis is less severe in NOD.NZW-Chr7 mice [17], which correlates with low pDC
proportion. Further investigation of the pathophysiological processes leading to the distinct
autoimmune pathologies of insulitis and sialadenitis in NOD mice may better characterize the

contribution of pDC to specific autoimmune diseases.

Finally, as pDC have been mostly studied for the ability to effectively produce IFN-a upon
viral infections, it would be interesting to investigate the efficiency of NOD and NOR inbred
mice, relative to mice presenting a lower proportion of pDC, in the clearance of viral
pathogens. Accordingly, elimination of pDC influences the anti-viral immune response [5].

Therefore, characterization of the Pdccl, Pdcc2 and Pdcc3 loci could assist in the
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identification of the molecular determinants that influence the size of the pDC compartment

needed to improve anti-viral responses and/or immune tolerance regimens.
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Figure 1. Inbred mouse strains exhibit variation for the proportion and absolute number
of pDC. A4, Representative flow cytometry profiles of CD11c and Bst-2 expression on total
spleen cells from a B6 mouse. Application of the live gate (left). The percentage of live
CDI11c"" Bst-2" cells is shown (right). B, pDC proportion (left) and absolute numbers (right)
are indicated for various strains of mice. Each dot represents data for an individual mouse. p
value, ** < 0.01. ns= non-significant. Data was acquired using a BD FACS Calibur flow

cytometer.
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Figure 2. Increased sensitivity in the detection of pDC variation between B6.Rag and
NOD.Rag mice. 4, The stepwise logical gating strategy is shown for the detection of pDC in
Rag-deficient mice. Representative plots of the analysis of a B6.Rag mouse are shown. 1- Two
dump channels on the 488nm laser are used to remove autofluorescent cells, 2- Application of
live gate (doublets are also removed, not shown), 3- pDC are subsequently selected based on
the CD11c¢*“Bst-2" phenotype, 4- A strict size exclusion gate is applied to the FSC/SSC
profile, corresponding to the pDC subset. B, The proportion and C, the absolute number of
pDC in the spleen of B6.Rag and NOD.Rag mice is shown. Each dot represents data for an

individual mouse. p value, ** < 0.01. Data was acquired using a BD FACS Canto flow
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Figure 4. pDC proportion and absolute number are affected by Pdccl, a dominant locus
on chromosome 7. High resolution maps of the linkage of chromosome 7 to pDC proportion
(4) and absolute number (B). The dashed and dotted lines respectively indicate the
significance threshold of p < 0.05 and the suggestive threshold. C, Representation of pDC
proportion (C) and absolute number (D) in F2.Rag mice segregated according to the genotype
for the SNP rs3670807 on chromosome 7. B/B mice, homozygous for B6 alleles; B/N,
heterozygous for B6 and NOD alleles; N/N, homozygous for NOD alleles. Each dot represents

data for an individual mouse. p value, * <0.05; ** <0.01, *** <0.001, **** <0.0001.
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Figure 5. Genetic interactions between loci affect the size of the pDC compartment. 4,
Genome-wide two-dimensional LOD score analysis of F2.Rag mice for pDC proportion; LOD
score = 9.53 for the interaction between chromosomes 7 and 11. B, Genome-wide two-
dimensional LOD score analysis of F2.Rag mice for pDC absolute number; LOD score = 9.60
for the interaction between chromosomes 7 and 9. C, Representation of pDC proportion in
F2.Rag mice segregated according to the combined chromosome 7 (rs3670807) and 11
(rs13481088) genotypes. D, Representation of pDC number in F2.Rag mice segregated
according to the combined chromosome 7 (rs3670807) and 9 (rs3665206) genotypes. B/B

mice, homozygous for B6 alleles; B/N, heterozygous for B6 and NOD alleles; N/N,

homozygous for NOD alleles. p value, * < 0.05.
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Figure 6. Validation of the contribution
of chromosome 7 in defining the size of
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diagram of chromosome 7 for the
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according to the Bayes interval. B, pDC proportion (top) and absolute number (bottom) in the

spleen of NOD, NOD.NZW-Chr7, and NZW mice. C, D. Pooled spleens from either B6, NOD

and NZW mice (C) or NOD and NOD.NZW-Chr7 mice (D) were sorted according to the

CD11¢"Y Bst-2" B220" pDC phenotype. Sorted pDC were then stimulated in vitro with CpG

ODN 2216. Mean cytokine IFNa concentration (+SD) from the culture supernatant is shown,

for one experiment (error bars represent SD for technical replicates, representative of three (C)

and two (D) independent experiments). p value, * < 0.05; ** <0.01, **** <(.0001.
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may influence the size of the pDC compartment.
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NOD.H2k bone marrow were mixed in a 1:1 ratio in
F1 (B10.Br x NOD.H2k) lethally irradiated recipient
mice and left to reconstitute for 8 weeks. The
percentage (top) and absolute number (bottom) of
B10.Br (CD45.2+) and NOD.H2k (CD45.1+) cells
is shown for B cells (left) and pDC (right). Data for
A, B were acquired on a BD FACS Calibur flow
cytometer. p value, * < 0.05. ns= non-significant. C.
Representative plots showing the degree of BrdU
incorporation in Bst-2" pDC from both B10.Br (top)
and NOD.H2k mice (bottom). D. The histograms
present the expression levels of Bcl-2 (top) and
active caspase-3 (bottom) in CD11¢"™ Bst-2" cells.

FMO, fluorescence minus one. Data for C, D were

acquired on a FACS Canto I and are representative
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Supplementary figure 1. CD11¢"" Bst-2" spleen cells express B220 and Siglec H. 4. Left,

CDl1c and Bst-2 expression in spleen cells from a B6 mouse. Dead cells, doublets and
autofluorescent cells are excluded. Right, the expression of B220 is shown for CD11¢"" Bst-
2" cells (solid line), relative to unstained control (grey histogram). B. Left, CD11c¢"™ cells were
electronically gated. Right, The co-expression of BST-2 and Siglec-H is shown in CD11¢""

cells from B6 and NOD mice, as indicated.
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3.2 ABSTRACT

When antigens derived from apoptotic cells are presented by conventional dendritic cells
(cDC), T cell tolerance is induced. Surprisingly, the presentation of apoptotic cell antigens by
an unconventional DC subset, termed merocytic dendritic cells (mcDC), can reverse T cell
anergy. The potency of mcDC at breaking T cell tolerance has been demonstrated in the
context of tumors and autoimmunity, suggesting that modulating the number of mcDC in vivo
may be of clinical interest. To identify the genetic determinants that define the number of
mcDC, we performed a linkage analysis between NOD and C57BL/6 mouse strains, where
autoimmune-prone NOD mice show an increased proportion of mcDC relative to the non-
autoimmune-prone C57BL/6 mice. We identified a locus on chromosome 2 significantly
linked to both the proportion and the absolute number of mcDC in the spleen. Interestingly,
the dominant interval on chromosome 2 overlaps with a locus previously associated with
diabetes protection, namely /dd13. Using NOD.Idd[3 congenic mice, we validate the impact
of the Idd13 congenic interval in defining the proportion and number of mcDC in the spleen.
These results show that the decreased number of mecDC is conferred by C57BL/6 alleles at the

1dd13 locus, which is linked to diabetes resistance.
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3.3 INTRODUCTION

Dendritic cells (DC) are professional antigen-presenting cells that actively participate in
immune surveillance [1]. In non-inflammatory conditions, however, DC contribute to the
maintenance of immune tolerance. Indeed, upon uptake of apoptotic self-cellular debris, the
conventional DC (cDC) subsets present self-antigens to T cells inducing either T cell anergy
or regulatory T cell differentiation [2]. This mechanism of peripheral tolerance is believed to
perpetually eliminate T cell autoreactivity, in order to limit autoimmune reactions when

inflammation arises [3].

The identification of a novel DC subset challenges the concept that all DC contribute to
immune tolerance in non-inflammatory conditions. Indeed, recent work unveiled a DC
population with the unexpected ability not only to prime both CD4 and CD8 T cell responses
upon uptake of antigens from apoptotic cells, but also to break T cell tolerance [4-7]. This
subset was termed merocytic DC (mcDC) for its unusual ability to store apoptotic antigens in
cytoplasmic vesicles (uepoo, meros = particle) [4]. Moreover, upon exposure to apoptotic
cells, meDC effectively secrete IFN-a [5, 8]. Together, the unique properties of mcDC have
conferred them the ability to effectively promote tumor clearance when exposed to apoptotic

tumor cells [5, 7, 8].

The role of meDC has also been studied in the context of autoimmune diabetes. In fact, normal
tissue remodeling of the pancreas leads to apoptosis of insulin-producing pancreatic 3 cells at
weaning and this event precedes lymphocytic infiltration in the autoimmune-prone NOD mice

[9, 10]. Interestingly, mcDC are found in higher numbers in the NOD mouse strain relative to
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autoimmune-diabetes resistant strains, including both BALB/c and C57BL/6 (hereafter
referred to as B6) [4]. In addition, mcDC isolated from the pancreatic lymph nodes of diabetic
NOD mice break T cell tolerance to pancreatic 3 cell antigens and rapidly induce diabetes
upon in vivo transfer in non-diabetic recipients [4]. These findings suggest that the increased
number of meDC in NOD mice leads to an increased presentation of apoptotic 3 cell antigens
to T cells in NOD mice, thus promoting autoimmune diabetes progression. Therefore, the
ability to modulate the number of me¢DC in vivo by targeting specific molecular determinants
responsible for the regulation of their homeostasis might prevent the development of

autoimmune diabetes.

To identify genetic factors contributing to the regulation of m¢DC number in vivo, we first
validated that the increased proportion of mcDC in NOD mice relative to B6 mice was not due
to the autoimmune disease process by evaluating the proportion and number of mecDC in
Ragl-deficient B6 and NOD mice, which do not develop autoimmune diabetes. We next
performed a linkage analysis on a (NODxB6) F, cohort deficient for Rag/ and observed that
both mcDC proportion and number linked to a dominant locus at the distal end of mouse
chromosome 2, corresponding to the /dd13 locus. Using Rag-sufficient NOD.Idd[3 congenic
mice, we validated the contribution of the /dd/3 interval in defining both the proportion and
number of mcDC in NOD mice. Our findings thus link the /dd/3 locus to a novel

immunological phenotype, which may contribute to autoimmune susceptibility.
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3.4 MATERIALS AND METHODS

Mice

C57BL/6 (hereafter denoted B6), NOD, B6.Ragl”™ and NOD.Ragl™™ mice were purchased
from The Jackson Laboratory.The NOD.NOR-/ddi3 mice (denoted as NOD./ddI3
throughout), for which the /ddi3 locus is of B6 origin [11], were generously provided by
David Serreze (Jackson Laboratory). All of these strains were subsequently maintained at the
Maisonneuve-Rosemont Hospital animal house facility (Montreal, Canada). FI1.Rag
(B6 Ragl” x NOD Ragl™) and F2.Rag (F1.Rag x F1.Rag) mice were bred in house from the
parental strains. Six to 8 week-old mice were used for all phenotypic analyses. The
Maisonneuve-Rosemont Hospital ethics committee, overseen by the Canadian Council for

Animal Protection approved the experimental procedures.

Flow cytometry

Spleens were treated with collagenase (Img/mL in PBS, Type V from Clostridium
histolyticum, Sigma-Aldrich) for 15 minutes at 37°C and passed through a 70uM cell strainer
(BD Biosciences) to yield single-cell suspensions prior to staining with antibodies. CD11¢ PE-
Cy7, CD8a PE, CD11b APC-Cy7 and CD11b Pacific Blue antibodies were purchased from
Biolegend, while mouse pDC Ag-1 allophycocyanin, staining the Bst-2 antigen, was
purchased from Miltenyi Biotec. All samples were acquired using FACSCanto I (BD
Biosciences) or BD LSRII (BD Biosciences) and were analyzed using the FlowJo software
(TreeStar, Ashland, OR). The gating strategy to select mcDC is based on previous publications
[4, 5] and the threshold for selecting CD11b™°" cells is based on fluorescence minus one

(FMO) staining. Note that we implemented a precise gating strategy to allow for the accurate
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identification of mcDC proportion in Ragl-deficient mice. Briefly, to remove autofluorescent
cells [12], a dump channel is used on the 488nm laser, namely FL3. After excluding doublets,
CD11c"e" cells are selected. This is followed by the application of a strict size exclusion gate
to the FSC/SSC profile, corresponding to live CD11c"#" cells. Within this gate, mcDCs are

selected based on the CD8a” CD11b™"" phenotype.

Linkage Analysis

Genomic DNA was isolated from the tails of F2.Rag male and female mice by using the
DNeasy blood and tissue kit from Qiagen. 202 single nucleotide polymorphisms were then
detected from the F2.Rag mice DNA using the Illumina mouse low density linkage panel
serviced through The Centre for Applied Genomics at the Hospital for Sick Children, Ontario,
Canada. Marker location (in Mb) was determined using the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) Build m37. The logarithm of odds (LOD) scores were obtained through a
single- or two-dimensional quantitative trait locus model using the R/qtl package [13] for the
R software (version 2.11.1). To increase SNP resolution, the Haley-Knott algorithm was
applied [14]. LOD scores higher than 3.1 were significant for single-dimensional analysis
according to permutation tests (n=10 000, p= 0.05), and LOD scores between 2 and 3.1 were
considered suggestive. Significant LOD scores above a threshold of 9.61 for a two-
dimensional analysis were obtained using permutation testing (n=1000, p=0.05). A Pearson’s
¥ for allele frequencies confirmed that all the significant and suggestive loci did not deviate

from the Hardy-Weinberg equilibrium (supplementary Table 1 and data not shown).
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Statistical analysis

Data for the various experiments were tested for significance using a non-parametric Mann-
Whitney test with a minimal threshold of 0.05. Estimation of the interval coordinates was
obtained using a 95% Bayes interval test. Significance for the genotype distribution
differences was tested with an ANOVA. All statistical analyses and the F, distribution were

obtained using the SPSS 19.0 software.
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3.5 RESULTS
mcDC express high levels of CD11c and differ phenotypically from the cDC subsets by the
lack of expression of CD8a combined with a low to negative expression of CD11b [4, 5, 7].

high
' cells, we

First, to clearly delimit the low to negative expression of CDI11b on CDllc
established the baseline expression level of CD11b by FMO staining, where spleen cells from
B6 mice were stained for CD11c and CD8a expression with our without an antibody to
CD11b. By gating on CD1 1cMe" cells, we observe that the mean fluorescence intensity (MFI)
for the low expression level of CD11b is higher than the MFI for the FMO (Figure 1), in
agreement with the previously described CD11b™"" phenotype of meDC [4, 5, 7]. Hence, to

quantify meDC in the spleen, CD11c"e"

cells were electronically gated and subsequently
selected for the expression of a CD8a” CD11b™°Y phenotype (Figure 2a). Importantly, this
gating strategy efficiently excludes plasmacytoid DC, known to be present in higher numbers
in NOD mice when compared to B6 mice [15, 16] (supplementary figure 1). The proportion of
meDC is thus defined as the percentage of cells carrying the CD11c¢™¢" CD8o CD11b™"

phenotype. As previously reported [4], we find that NOD mice carry a higher proportion and

absolute number of mcDC relative to B6 mice (Figure 2b).

The increased number of mcDC in NOD mice relative to B6 mice could be attributed to the
ongoing autoimmune process in the NOD strain. Thus, prior to undertaking a linkage analysis,
we determined the proportion and number of mcDC in Ragl-deficient mice for both the B6
and NOD genetic background. Indeed, as Rag-deficiency leads to a complete lack of both T
and B cells, NOD.Ragl” mice do not develop autoimmunity [17]. In these Rag-deficient

mice, the gating strategy was adapted to account for the increased proportion of
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autofluorescent cells (Figure 3a and section 2.2) [15, 18]. As plasmacytoid DC are increased
in NOD.Ragl™ relative to B6.Ragl™ mice [15], we carefully excluded plasmacytoid DC by

gating on CD11c"e"

cells (supplementary figure 1). Similar to Rag-sufficient mice, we find
that NOD.Rag1”" mice exhibit a higher proportion and absolute number of meDC in the spleen
relative to B6.Ragl™ mice (Figure 3b). Together, these findings demonstrate that higher

numbers of mcDC in the NOD strain is not due to an ongoing autoimmune response and thus

likely results from genetic differences between the two strains.

Interestingly, as we have previously reported for plasmacytoid DC [15], we find that the
difference in proportion of mcDC between mice of the B6 and NOD genetic backgrounds is
greater upon Rag-deficiency (compare data in Figures 2b and 3b). Indeed, the mean proportion
of meDC in Rag-sufficient B6 and NOD mice is 0.22% and 0.42% respectively, representing a
difference of 0.20% (Figure 2b), while the difference in mcDC proportion in Ragl-deficient
B6 and NOD mice is 0.75% (Figure 3b). Moreover, due to the absence of lymphocytes in
Ragl-deficient mice, the proportion of mcDC is increased improving the sensitivity for their
detection. Notably, the proportion of meDC in both B6.Ragl” and NOD.Ragl™ mice is at
least three times higher than that observed in the Rag-sufficient counterpart strain (Table 1).
Together, these data present that the Rag-deficiency increases the sensitivity for detecting
mcDC, as well as increases the difference in meDC proportion between B6.Ragl”™ and
NOD.Ragl™ mice. We thus argued that a linkage analysis aimed at identifying genetic loci
determining the proportion and absolute number of mcDC would be more sensitive on a Rag-
deficient background. Consequently, we generated a cohort of 181 (NOD.Rag x B6.Rag) F,

mice (hereafter referred to as F2.Rag).
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Both the proportion and the absolute number are key elements defining the homeostasis of cell
populations. Thus, we quantified both of these parameters in the F2.Rag progeny. The
proportion of mcDC in the spleen of the F2.Rag mice varied from 0.25% to 2.8% and
followed a Gaussian distribution (Figure 4a, left). Similarly, the distribution of the absolute
number of mcDC in the spleen of F2.Rag mice also represented a Gaussian distribution
(Figure 4a, right). To perform linkage analyses of these traits, we subjected the DNA of each
F2.Rag mouse to the Illumina Golden Gate low-density platform and performed a genome-
wide SNP genotyping. We observed a significant linkage on chromosome 2 for both the
proportion and absolute number of mecDC (Figure 4b), with respective LOD scores of 4.82 and
3.79, both of which are above the significant threshold of 3.1 established by permutation
testing. Additional suggestive linkage were detected for several genetic intervals, namely on
chromosomes 6, 9, 10 and 11 for the proportion and on chromosomes 3 and 7 for the absolute
number of mcDC. Together, these data show that a dominant locus on chromosome 2 is
significantly linked to both the proportion and the absolute number of mcDC, while additional
suggestive linkage are distinctly linked to either trait. Joint LOD score analyses were
subsequently performed to reveal genetic interactions that may further define the loci affecting
the proportion of mcDC [19]. Interestingly, of the suggestive linkage identified on
chromosomes 6, 9, 10 and 11 for the proportion of mDC (Figure 4b, left), the genetic interval
on both chromosomes 6 and 11 interacted with the interval on chromosome 2 in defining the
proportion of mcDC (Figure 4c, left). Moreover, one additional modifier locus on
chromosome 19 was revealed in the joint LOD score analysis (Figure 4c, left). On the other

hand, no significant genetic interactions were identified in the joint LOD score analysis of the
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absolute number of mecDC (Figure 4c, right). These results reinforced the finding that the locus
on chromosome 2 is a key genetic determinant for defining the proportion and absolute

number of mcDC.

To define the interval associated with the proportion and the absolute number of mcDC on
mouse chromosome 2, we produced high resolution maps of chromosome 2 (Figure 5a). The
95% Bayes interval analysis, depicted in the grey shaded area, delimits the linkage on
chromosome 2 to a region between 124Mb - 170 Mb and 88Mb — 170Mb for proportion and
absolute number of mcDC, respectively (Figure 5a). Interestingly, the interval corresponds
almost exactly with the previously defined /dd13 locus (119 Mb to 162 Mb) associated with
autoimmune diabetes susceptibility [11, 20, 21] (Figure 5a). We next segregated F2.Rag mice
on the basis of their genotype at SNP rs13476832, which presents with the highest LOD score
within the genetic interval, to investigate the impact of the genotype contribution to the
proportion and absolute number of meDC (Figure 5b). As expected, F2.Rag mice homozygous
for the B6 allele at the SNP rs13476832 presented with a lower proportion and absolute
number of mcDC relative to those homozygous for the NOD allele. Interestingly, mice bearing
a heterozygous B6/NOD genotype at the SNP rs13476832 exhibited a similar proportion and
absolute number of mcDC relative to those carrying a homozygous B6 genotype (Figure 5b).
This result suggests that the B6 genotype within the /dd/3 locus exhibits a dominant effect in

defining the proportion and absolute number of mcDC.

To validate the in vivo impact of the /dd13 locus on the proportion and number of meDC in

the spleen, we took advantage of the congenic NOD./dd!3 strain, where the Idd13 locus is of
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B6 origin [11]. We were able to readily identify CD11c"®" CD8o CD11b™*" meDC in
NOD./dd13 mice (Figure 6a). In addition, we found that both the proportion and the absolute
number of meDC were reduced in NOD.I/dd/3 mice when compared to NOD mice (Figure
6b). Indeed, the proportion and absolute number of mcDC in NOD./ddl3 mice were
comparable to those observed in B6 mice (Table 1). To confirm that the restoration of mcDC
number in NOD./dd]3 mice was not due to a variation in the plasmacytoid DC compartment,
despite a gating strategy that effectively excludes plasmacytoid DC contamination
(supplementary figure 1), we quantified the proportion of plasmacytoid DC in both NOD and
NOD.Idd13 mice according to the CD11c¢"Y BST2" phenotype [15, 22]. We observed no
differences between the two strains (supplementary figure 2), further supporting that the
decrease in CD11c"€" CD8a CD11b™°Y proportion in NOD.Idd 13 mice is specific to meDC.
These data confirm that genetic elements within the /dd13 locus play a key role in defining the

proportion and absolute number of mcDC in the spleen.
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3.6 DISCUSSION

The recently discovered mcDC subset can induce both CD4 and CD8 T cell responses as well
as reverse T cell anergy through the effective presentation of apoptotic cell-derived antigens
[4-6]. The highlighted relevance of mcDC in promoting autoimmunity and anti-tumoral
responses suggests that modulating meDC number in vivo could be of therapeutic interest [8,
23, 24]. To identify the genetic factors defining the number of mcDC, we took advantage of
inbred strains exhibiting variations in mcDC number, where B6 mice exhibited a lower
number of mcDC relative to NOD mice [4]. Using an unbiased linkage analysis, we
demonstrate that the congenic interval that defines the /dd13 locus, located at the distal end of
chromosome 2, influences the proportion and number of mcDC in the spleen. We further
validated that genetic elements encoded within the /dd/3 locus define the number of mcDC by
determining that both the proportion and absolute number of mcDC in the spleen of

NOD./dd13 congenic mice were comparable to that observed in B6 mice.

For the linkage analysis strategy, we exploited the Rag-deficiency. As we had previously
observed for plasmacytoid DC [15], Rag-deficiency facilitates the linkage analysis by
increasing the sensitivity for detecting cell types present in low number in lymphoid organs. In
addition, the Rag-deficiency allows for the elimination of a potential bias caused by the
inflammation associated with the underlying autoimmune diabetes pathology in NOD mice.
Indeed, the well documented susceptibility of NOD mice to spontaneously develop
autoimmune diabetes relies heavily on the presence of T cells and B cells [25, 26], which are
absent in NOD.Rag mice [17, 27]. Notably, prior to undertaking the linkage analysis, we

verified that variations in the number of mcDC between B6 and NOD were independent of T
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cells, B cells and autoimmune diabetes. Finally, we demonstrate that the linkage of mcDC to
the Idd13 locus significantly defines the proportion and number of mcDC in the spleen of
Rag-sufficient mice, as NOD./dd 3 mice clearly harbor a reduction in both me¢DC proportion
and absolute number relative to NOD mice. Together with our previous study [15], these
findings confirm that linkage analyses of rare cell types in Rag-deficient mice can identify

genetic loci which contribute to cellular homeostasis in Rag-sufficient mice.

Although we identified a single dominant locus defining the number and proportion of mcDC,
our results strongly suggest that these traits are multigenic. In fact, the distribution of F2.Rag
mice according to either the proportion or the absolute number of mcDC both follow a
Gaussian distribution pattern, indicating that more than one locus defines these traits. In
addition, we identified multiple suggestive loci. Notably, for the proportion of mcDC,
suggestive linkage was observed on chromosomes 6, 9, 10 or 11 and an additional modifier
locus was detected on chromosome 19. Suggestive linkage on chromosomes 3 and 7 were also
noted for the absolute number of mcDC. The contribution of these respective loci in defining

the proportion and absolute number of mcDC will necessitate further validation.

Our data clearly support a dominant effect of the B6 alleles at the /dd13 locus in defining both
the proportion and absolute number of mcDC in the spleen. Interestingly, the impact of the
1dd13 locus on autoimmune diabetes was first uncovered in NOR mice where it was shown to
be a major determinant of diabetes resistance [11]. The progression of pathogenic insulitis is
impeded in NOR mice, wherein the initial cellular infiltration is composed mostly of antigen-

presenting cells with a very low number of T cells [20, 28]. In light of our data, it is tempting
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to speculate that a greater proportion of mcDC are found in the initial islet infiltrates of NOD
mice relative to NOD.Idd13 congenic mice, thereby accelerating insulitis progression. In
agreement with this postulate, a relatively high number of CD11¢"CD11b" cells that were also
CDS8a, thus likely representing mcDC, were found draining early islet infiltrates in NOD mice
[29]. Additional studies are needed to define the exact contribution of mecDC in autoimmune

disease progression.

A key candidate gene within the /dd13 locus conferring resistance to autoimmune diabetes is
B2-microglobulin. Indeed, through bone marrow chimera experiments it was shown that a
non-hematopoietic factor contributed to diabetes resistance within the /dd/3 locus [30], where
the direct effect of the P2-microglobulin allele was validated through a transgenic
complementation approach [31]. Nonetheless, as exemplified by congenic sublines, (32-
microglobulin is not the only gene within the /dd13 interval contributing to diabetes resistance
[30], and it is unclear how genetic polymorphisms in f2-microglobulin could contribute to the

number of meDC. Other candidate genes within the /dd 13 locus include Bim, Sirpa and CD93.

The expression of the proapoptotic factor Bim is dysregulated in NOD thymocytes, a
phenotype associated with an increase in the proportion of autoreactive T cells [32-34]. A
similar dysregulation in Bim expression in mcDC could account for their accumulation in
NOD mice. Alternatively, as mcDC break T cell tolerance by presenting apoptotic cell
antigens to T cells [4, 5, 23, 24], defects in pancreatic islet cellular apoptosis as a consequence
of Bim dysregulation could promote autoimmunity by acting in concert with the increase in

mcDC number.
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Sirpa which encodes for CD172a, the cellular ligand of CD47, is highly polymorphic among
mouse strains, where the NOD allele confers specific differences in biological responses
relative to other strains [35, 36]. Importantly, the CD47 pathway is associated with
autoimmune diabetes progression in mice [37] and the SIRP locus is linked with autoimmune
diabetes susceptibility in humans [38]. Moreover, CD47-CD172a interactions contribute to
DC migration [39, 40]. Therefore, genetic polymorphisms in the CD47 pathway may lead to
an accumulation of mcDC in the spleen. Although we have observed similar levels of SIRPa
expression on mcDC in B6, NOD and NOD.Idd 13 mice (data not shown), a defect in SIRPa
function attributed to the genetic polymorphism could also alter mcDC migration pattern

leading to their preferential accumulation in the spleen.

In addition to the progression of insulitis and number of mcDC, the /dd13 locus is linked to
the proportion of iNKT cells [41-43]. Manipulating iNKT cell number or activity in NOD
mice protects from diabetes progression [41]. Cd93 has been highlighted as a polymorphic
candidate gene encoded within the /dd13 locus that contributes towards defining iNKT cell
number [44]. More generally, CD93 has been described as a phenotypic marker defining
hematopoietic development of B cells and other antigen-presenting cells [45], and thus one
could envisage a direct role for CD93 in defining the proportion and absolute number of

mcDC.

Thus far, the Iddi3 locus has been linked with four distinct immunological traits, namely
mcDC number, iNKT cell number, thymic negative selection and insulitis progression. It

remains to be seen how these four traits cooperate in enhancing autoimmune diabetes
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susceptibility in NOD mice and whether a single or many genetic polymorphisms encoded
within the Idd13 locus contribute to these phenotypes. Arguably, the generation of congenic
lines revealed at least two genetic polymorphisms that define autoimmune diabetes

susceptibility within the /dd13 locus [30, 42].

Notwithstanding the contribution of the other phenotypes, the role of meDC in autoimmune
diabetes susceptibility is striking. Indeed, mcDC break T cell tolerance by the presentation of
apoptotic cellular antigens and promote autoimmune diabetes progression. Moreover,
variations in the proportion and absolute number of mcDC correlate with diabetes
susceptibility in NOD mice [4, 5, 23]. Notably, a reduced number of mcDC in NOD./dd13
mice relative to NOD mice correlates with a much reduced diabetes incidence in the
NOD.Idd13 strain. Future studies aimed at selectively reducing mcDC number in NOD mice
or increasing mcDC number in NOD./dd13 mice by identifying the causal genetic variant
associated with this trait will help define the exact contribution of mcDC to this pathology.
Importantly, mcDC also effectively promote anti-tumoral responses [5, 7, 8, 24]. As such, the
identification of the genetic factors associated with the regulation of mcDC number will allow

the manipulation of this cell subset in the context of both autoimmunity and cancer.
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3.9 FIGURES
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Figure 1. Determining the threshold for selecting CD11b™°" dendritic cells. Spleen cells
from B6 mice were stained for CD11c and CD8a without (FMO) or with CD11b. Dendritic
cells were selected based on the CD11c™¢" expression (upper histogram). The histogram to the
bottom presents an overlay of the APC-Cy7 fluorescence for CD11c"" cells stained with anti-
CD11b-APC-Cy7 (CD11b) or without the antibody (FMO). MFI levels are indicated.
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Figure 2. NOD mice exhibit an increase in the proportion and absolute number of meDC.
A, Representative flow cytometry profiles of CD8a and CD11b gated among CD11c¢™¢" cells
on total splenocytes from a B6 mouse. The percentage of live CD11c¢"€" (left) and CD8o
CD11b™Y (right) cells is shown. B, mecDC proportion (left) and absolute number (right) are
indicated for B6 and NOD strains. Note that mcDC proportion is calculated by multiplying the
% of CD8a CD11b™°" to the % of CD11c™" cells to obtain the percentage of cells expressing
the CD11c™€" CD8o” CD11b™°Y meDC phenotype. Each dot represents data for an individual
mouse. Dash represents the mean. p value, **<(0.01. Data was acquired using a BD
FACSCanto flow cytometer.
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Figure 3. Increased sensitivity in the detection of meDC in B6.Ragl™ and NOD.Ragl™”
mice. A, The stepwise logical gating strategy is shown for the detection of mcDC in Rag-
deficient mice. Representative plots of the analysis of a B6.Ragl” mouse are shown. 1- Cells
are first selected based on the high expression of CD1lc. 2- A strict size exclusion gate is
applied to the FSC/SSC profile, corresponding to the live CD11c"€" cells. 3- Finally, meDCs
are selected based on the CD8a~ CDI11b™¥ phenotype. Both B6.Ragl”™ (left) and
NOD.Ragl™ (right) profiles are depicted. B, The proportion (left) and the absolute number
(right) of meDC (cells expressing the CD11c¢"#* CD8o” CD11b™°™ phenotype) in the spleen of
B6.Ragl” and NOD.Ragl™ mice is shown. The percentage of mcDC was calculated as in Fig.
2. Each dot represents data for an individual mouse. Dash represents the mean. p value,
*<(0.05. Data was acquired using a BD FACSCanto flow cytometer.
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Figure 4. Linkage analysis of mcDC proportion and absolute number. A. The distribution
of the F2.Rag cohort relative to the proportion (left) and absolute number (right) of meDC are
shown. B. Genome-wide LOD score plot (R/Qtl) for the proportion (left) and absolute number
(right) of meDC in the F2.Rag cohorts are shown. The dashed and dotted lines respectively
indicate the significance threshold of p < 0.05 and the suggestive threshold. C. Genome-wide
two-dimensional LOD score analysis of F2.Rag for mcDC proportion (left) and absolute
number (right). White circles highlight significant LOD scores.
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Figure 5. meDC proportion and absolute number are linked to the Idd13 locus. A. High
resolution maps of the linkage of chromosome 2 to mcDC proportion (top) and absolute
number (bottom). The dashed lines indicate the significance threshold of p < 0.05. B,
Representation of mcDC proportion (left) and absolute number (right) in F2.Rag mice
segregated according to the genotype for the SNP rs13476832 on chromosome 2. B/B mice,
homozygous for B6 alleles; B/N, heterozygous for B6 and NOD alleles; N/N, homozygous for
NOD alleles. Each dot represents data for an individual mouse. Dash represents the mean. p
value, ***<0.001, ****<0.0001, ns = non- significant.
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Figure 6. Validation of the contribution of IddI3 congenic interval in defining the
proportion and absolute number of meDC. A, Representative flow cytometry profiles of
CD8a and CD11b among gated CD11c¢™" cells on total splenocytes from NOD (left) and
NOD.Idd13 (right) mice. The percentage of live CD11c"" (top) and CD8a CD11b™™ cells
(bottom) is shown. B, mcDC proportion (left) and absolute numbers (right) are indicated for
NOD and NOD.Idd13 strains. The percentage of mcDC was calculated as in Fig. 2. Each dot
represents data for an individual mouse. p value, *<0.05.
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Supplementary Figure 1. Adapted gating strategy for mecDC excludes plasmacytoid DC
contamination. Bst2 expression was determined on CD11c¢"¢" CD8a” CD11b ™Y meDC in
spleen cell suspensions from B6 and NOD Ragl-sufficient and -deficient mice. The
percentage depicts the proportion of Bst-2 negative cells within the meDC gate.

107



A NOD NOD./dd13
105 108,

v 1'05

100 104

CD11c

Supplementary Figure 2. NOD and NOD.IddI3 mice exhibit a similar proportion of
plasmacytoid DC. The proportion of CD11¢Y Bst2" plasmacytoid DC in the spleen is shown
for NOD (left) and NOD.Idd13 (right) mice. Dead cells, doublets and autofluorescent cells

were excluded.
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CHAPITRE 4 : Discussion et Perspectives

41 LA SOURIS NOD: UN MODELE DE DYSFONCTION

HEMATOPOIETIQUE

La souris NOD est connue principalement pour sa susceptibilité génétique au diabéte
auto-immun, qui s’explique par ’accumulation d’une multitude de défauts hématopoiétiques
menant a un bris de la tolérance centrale et périphérique, culminant a la destruction spontanée
des cellules f des ilots de Langerhans pancréatiques. Par conséquent, la souris NOD est
¢galement un outil de choix pour I’étude du développement hématopoiétique et de la
régulation de sa fonction a I’état de base. L’inflammation associée a un processus auto-immun
comme le diabéte de type 1 a par contre le potentiel d’influencer ou méme causer ces
phénotypes. Puisque les déterminants génétiques associés a ces variations du systeme
hématopoiétique chez la NOD restent pour la plupart non-identifiés, il est nécessaire
d’investiguer chacun d’entre eux pour d’abord écarter le role de I’inflammation et ensuite

déterminer les facteurs responsables.

Une population au centre du contrdle de la réponse immunitaire, la cellule dendritique,
est vitale dans I’induction de la tolérance. Plusieurs équipes de recherche ont identifi¢ des
irrégularités dans le nombre et la fonction de différents sous-types de cellules dendritiques
chez la souris NOD. Par exemple, Prasad et al. ont souligné un changement du ratio des DC
conventionnelles CD8a"/ CD80o chez la NOD (184) en comparaison avec la lignée C57BI/6,
que nous avons ¢également observé et approfondi via une analyse de liaison (manuscrit en
préparation). Cette variation, qui résulte en une diminution de la proportion de DC CD8a" au

profit des CD8a” CDI11b" chez la NOD, est non seulement MHC indépendante, mais
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¢galement indépendante de I’inflammation associée a un processus auto-immun sous-jacent.
Ces informations sont cruciales pour élucider 1’identité des facteurs génétiques impliqués dans

le choix de différenciation vers chacune des sous-populations ou leur homéostasie.

En contraste avec les DC CDS8a', les pDC sont augmentés chez la NOD, en dépit du
fait que ces 2 sous-populations sont majoritairement dépendantes de facteurs communs tels
que IRFS, Ikaros, PU.1 et FIt3L (100-104, 111, 112) . Cette observation suggere qu’un ou des
facteurs sont spécifiquement impliqués dans la régulation des 2 phénotypes séparément. Nous
avons d’abord validé I’augmentation de pDC observée par Asselin-Paturel chez la NOD
(Article 1, Fig.1). Afin d’écarter la possibilité¢ que I’inflammation associée au développement
d’un diabéte auto-immun chez la NOD soit responsable de cette augmentation du nombre de
pDC, nous avons également validé cette différence significative chez des souris Rag-
déficientes (Article 1, Fig. 2). Cette enzyme est nécessaire pour la génération des lymphocytes
T et B, qui sont a leur tour essentiels pour la pathogénése du diabéte. Par conséquent, on peut
conclure que le fond génétique NOD est directement responsable de la variation phénotypique.
Nous avons également validé une augmentation du nombre de mcDC chez la NOD en
comparaison avec la souris C57B1/6 (Article 2, Figure 1), initialement rapporté par Katz et al.
(81). A I’instar des pDC, la variation du nombre de mecDC est indépendante de 1’inflammation,

via I'utilisation des souris immunodéficientes Rag’/' (Article 2, Figure 2).

Hormis les cellules dendritiques, la souris NOD posséde des défauts dans d’autres
populations du systéme hématopoiétique, telles que les cellules NK et des lymphocytes T
régulateurs. Ces dernieres, qui sont impliquées dans le maintien de la tolérance périphérique,
se divisent en plusieurs sous-types, dont les CD4'CD25" exprimant le facteur de transcription

FoxP3, ou les lymphocytes T double négatifs (DN, CD4 CDS") périphériques. Nous avons par
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ailleurs observé une réduction du nombre de DN T chez la souris NOD via ’utilisation du

modele TCR transgénique 3A9 (178).

Notre laboratoire a également investigué¢ la variation du nombre des cellules NK
spléniques initialement caractérisée par Benoist et al (185). Leurs travaux rapportent
I’importance d’un all¢le défectueux de //15, cytokine essentielle dans le développement des
cellules NK, comme le facteur principal influencant le nombre de NK chez la NOD. Les
travaux de notre laboratoire apportent toutefois de nouvelles informations sur ce phénotype:
notre analyse de liaison met en valeur 2 nouveaux loci dans la régulation de ce phénotype.
Notre étude se distingue de 1’analyse précédente via I’utilisation de souris Rag-déficientes en
plus de souris de type sauvage, qui a permis de mettre en valeur un impact différentiel apporté
par ’allele NOD de //15 dans les 2 conditions. En effet, I’analyse de liaison de souris Rag-
déficientes démontre une importance modeste du locus sur le chromosome 8 (1/15), toutefois
dominée par une association majeure sur le chromosome 9. Cette nouvelle information
suggere que, contrairement aux phénotypes de DC étudiés, le nombre de cellules NK est soit
influencé par Dinflammation auto-immune, soit par la présence des populations de
lymphocytes T et B, via un mécanisme utilisant 1’interleukine 15. Au-dela du nombre de NK
matures, la souris NOD posséde un nombre de pré-mNK réduit (autrefois nommés IKDC),
ainsi qu’une maturation fonctionnelle inhibée, tous deux régulés par des loci distincts et
indépendants. La combinaison de ces informations renforce la notion que la souris NOD, avec
ou sans la présence du systeme adaptatif, est un modele de dysfonction hématopoiétique

complexe qui permet d’identifier de nombreux déterminants génétiques distincts.
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4.2 REGULATION DU NOMBRE DE PDC

Beaucoup d’efforts sont appliqués a comprendre la fonction des pDC ainsi que leur
ontogénie, mais trés peu pour comprendre les mécanismes associés au controle de leur
nombre. Pourtant, des variations de nombre sont associées a la susceptibilit¢ au VIH et au
lupus systémique érythémateux (SLE). Une signature IFN de type 1, présente dans ces 2
pathologies, est d’ailleurs connue pour réguler le nombre de pDC via un mécanisme de
controle rétroactif. Effectivement, ’IFNa produit par les pDC suite a la détection de signaux
activateurs est utilisé pour I’activation du systéme immunitaire, mais méne aussi a I’apoptose
des pDC par la voie intrinséque (186). Cependant, les facteurs responsables de variations du
nombre de pDC a I’état de base sont inconnus. Nos travaux, qui utilisent une approche non-
biaisée a haut débit d’analyse de liaison génétique, ont permis d’identifier une région sur le
chromosome 7 proximal murin associée au nombre de pDC (Article 1). Cette région, nommée
Pdccl, a été validée par analyse congénique et posséde plusieurs genes candidats
intéressants : Spib, Tcf4, Irf4, Irf8 et Flt3l. Ce dernier est d’ailleurs connu comme un facteur
critique dans la génération et I’expansion de tous les sous-types de DC. Par conséquent, une
augmentation de D’activité de FIt3L se répercuterait en une augmentation de tous les sous-
types de DC chez la souris NOD, y compris les pDC. La souris NOD observe cependant une
diminution des DC CD8a, allant a I’encontre de cette hypothése. De plus, une analyse de
liaison sur chacune de ces populations révele des loci distincts (non-publié), suggérant la
contribution de déterminants également distincts (36, 187). Les 4 autres facteurs suggérés ont
été associés a la différenciation des pDC, quoique pas encore a leur nombre. Cependant, seuls
Tcf4 (E2-2) et Spib, tous deux encodant des facteurs de transcription critiques pour la

différenciation en pDC, sont polymorphiques chez la souris NOD selon les données de
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I’institut Sanger (non publié, disponible en ligne), qui a procédé au séquengage du génome de
plus de 20 lignées murines courantes. De plus, seul Spib possede un polymorphisme affectant

sa séquence codante.

Bien que rien n’¢limine de fagon définitive aucun de ces geénes candidats, Spib semble
par conséquent étre le favori. Afin de vérifier cette hypothése, il serait d’abord simple de
vérifier le niveau d’expression de ces différents génes par qRT-PCR sur des pDC de B6 et de
NOD. Par contre, il est également possible que la variation du nombre de pDC soit causée par
un phénotype en amont de la différenciation des pDC, soit au stade CDP dans la moelle
osseuse. Par conséquent, I’expression des genes dans ces cellules serait également a

investiguer.

Pour évaluer si le polymorphisme non-synonyme dans Spib a un impact fonctionnel, il
serait simple de surexprimer ce variant de Spib avec un systéme rapporteur a la luciférase, en
prenant avantage d’un promoteur répondant a SpiB en amont. Une modulation du signal
indiquerait un impact fonctionnel du variant de SpiB. Cependant, un résultat négatif de cette
expérience ne signifie pas nécessairement une absence d’impact fonctionnel: un
polymorphisme dans un facteur de transcription peut avoir un effet spécifique a un type de
cellule, selon les cofacteurs exprimés. Par conséquent, une approche par CRISPR-Cas9, qui
permettrait de générer une lignée B6 avec le polymorphisme de SpiB retrouvé chez la NOD
par édition du génome d’un embryon, serait la facon la plus claire de valider le rdle du
phénotype, quoique plus complexe. Cette approche est d’ailleurs aussi valable pour valider

I’impact d’autres polymorphismes dans le méme contexte.
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Il sera également intéressant d’identifier le mécanisme utilisé pour moduler le nombre
de pDC spléniques in vivo. Nous avons démontré qu’il n’y a pas de différence de prolifération
et d’apoptose entre les pDC de B6 et de NOD. Nous commencerons par investiguer un
potentiel biais de différentiation des CDP vers les pDC, dans les souris controles et la souris
congénique. L’identification du mécanisme est non seulement d’intérét général dans la
biologie des pDC, mais pourra également diriger la recherche des génes candidats impliqués

dans la régulation du phénotype.

4.3 CONTRIBUTION DES PDC A L’AUTO-IMMUNITE

Le role des pDC dans I’induction d’une réponse immunitaire, notamment antivirale, est bien
documenté. Une majeure partie de leur contribution se fait via leur sécrétion massive d’IFN de
type 1. Cette signature peut toutefois s’avérer dangereuse dans un contexte non infectieux,
puisque la voie IFN est associée a la susceptibilité a plusieurs maladies auto-immunes telles
que le diabete de type 1, le psoriasis ou le lupus (188). L’impact des pDC a d’ailleurs été¢ mis
en évidence suite a leur déplétion dans un modele murin de lupus, la souris BXSB, prenant
avantage du systtme DTR (récepteur a la toxine diphtérique) sous le controle du promoteur
BDCA2 humain, menant a 1’expression spécifique du DTR a la surface des pDC (189).
L’injection de DTX a suffit a inhiber la réponse immunitaire, corrélant avec une réduction
dans la réponse IFN de type 1 dans les tissus et une diminution dans la production d’auto-
anticorps anti-nucléaires. Les pDC, qui reconnaissent des acides nucléiques viraux via leur
TLR7 et 9, sont également activées suite a la reconnaissance d’acides nucléiques de 1’hte en

complexe avec des protéines comme HMGB1 ou LL-37 (190), qui peuvent étre relachées par
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les neutrophiles via un processus appelé NETosis. Un phénoméne similaire a également été
observé dans le contexte du diabéte auto-immun, ou un complexe dialogue entre les
neutrophiles et les pDC mene a ’activation de cellules B-1a produisant des anticorps anti-
nucléaires (147). Cette interaction s’avere critique pour l’initiation de la réponse T auto-

immune.

Par contre, les pDC sont également connues pour leurs fonctions dans la tolérance
immunitaire, soulevant plusieurs interrogations sur le rdle positif ou négatif de ces cellules
dans un contexte auto-immun. En effet, les pDC ont démontré la capacité d’induire la
différenciation des T CD4 naifs en Tregs via la sécrétion de indoléamine-2,3-dioxygénase, de
TGF-B ou I’expression de ICOS-L, dans des contextes d’allogreffe, de EAE ou de réponse
antitumorale (191). De plus, IDO a le potentiel de moduler les réponses T effectrices, grace a
I’inhibition du catabolisme du tryptophane, un acide aminé critique dans la prolifération des T
effecteurs. De plus, le transport d’antigénes vers le thymus par les pDC via une voie CCR9"

dépendante s’avere importante dans le processus de sélection négative (192).

Il est donc justifi¢ de poser la question suivante: au-dela de leur fonction, une
variation du nombre de pDC influence-t-elle la susceptibilit¢ aux maladies auto-immunes?
Nos travaux semblent indiquer que non, a tout le moins dans le contexte du diabéte auto-
immun. En effet, non seulement le locus Pdccl sur le chromosome 7 ne coincide-t-il pas avec
aucun locus /dd associ¢ a la susceptibilité au diabéte, mais la souris congénique NOD.NZW-
Chr7 n’observe aucune diminution dans son incidence au diabéte, malgré sa proportion de
pDC réduite (Article 1, Fig.6)(193). Nous avons donc conclu que la proportion élevée de pDC
n’est ni nécessaire ni suffisante pour induire une réponse diabétogénique. Cependant, lorsque

la susceptibilité au diabéte est considérée comme la somme d’une multitude de mécanismes a
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impact modeste, il est trés possible que la proportion ¢élevée de pDC chez la NOD ait a la fois
un impact positif et négatif, mais culminant en un tout neutre. La souris congénique
NOD.NZW-Chr7 constitue donc un outil idéal pour examiner en profondeur I’impact d’une
proportion de pDC plus faible avec le reste du fond génétique NOD, pour vérifier 1I’induction
de Tregs, la sélection négative et la réponse IFNa. 11 sera aussi intéressant d’évaluer I’impact
du nombre de pDC dans un contexte auto-immun différent du diabéte. En effet, la souris NOD
est également un modele de sialite, caractérisée par des défauts fonctionnels et
histopathologiques des glandes salivaires similaires au syndrome de Sjogren, qui est souvent
associ¢ au SLE. La souris congénique NOD.NZW-Chr7 a d’abord été créée suite a
I’identification d’un locus associé¢ a la sialite. Cette derniére démontre une diminution de
I’infiltration des glandes salivaires et de la production d’auto-anticorps, qui corréle avec le
nombre de pDC splénique. Par conséquent, le nombre de pDC est possiblement associé a

d’autres maladies auto-immunes.

4.4 CARACTERISATION IMMUNOBIOLOGIQUE DES MCDC

La découverte d’une nouvelle sous-population rare de DC capable de renverser 1’anergie et
d’étre activée via le contact avec des cellules apoptotiques est passée relativement inapercue
par la communauté en immunologie (40, 80). Par conséquent, le portrait sur la biologie des
mcDC reste extrémement incomplet. Les détails sur leur ontogénie, sur les facteurs
responsables dans leur différenciation, leur homéostasie ou leurs fonctions restent pour
I’instant inconnus. En se basant sur les informations que nous avons présentement, il est en

fait tres hatif de méme considérer les mcDC comme appartenant a la lignée des cellules
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dendritiques. En effet, leur appartenance a la famille des DC repose entre autres sur leur
morphologie apparentées aux DC conventionelles, leur forte expression de 1’intégrine CD11c
ainsi que leur capacité a induire une réponse T efficace. Cependant, ces simples critéres
peuvent également étre attribués a des macrophages. Nous savons par contre que les meDC
sont fortement dépendantes du facteur FIt3L, également responsable de la différenciation et la
prolifération des autres sous-types de DC (80). Il est également possible qu’il s’agisse d’un
sous-type d’une population préalalement charactérisée dans la littérature, mais retrouvé dans
un état d’activation pas encore observé a ce jour. Malgré 1’ensemble de ces questionnements
vitaux, il reste une réalité difficile a ignorer : aucune autre population n’a démontré auparavant
une capacité a renverser 1’anergie in vivo. C’est d’ailleurs ce phénotype unique qui motive la
recherche sur les mcDC et qui justifie la nécessité de leur caractérisation immunobiologique.
Nos travaux ont entrepris d’identifier les déterminants génétiques responsables de la variation
de proportion de mcDC observée entre les souris B6 et NOD. En effet, aucun facteur n’est
connu pour réguler de fagon spécifique la prolifération, I’apoptose ou la différenciation des
mcDC in vivo. Notre approche a d’abord démontré que 1’augmentation de mecDC chez la NOD
n’est pas due a la présence d’une réaction auto-immune sous-jacente ou a la présence de
lymphocytes T ou B via 'utilisation de souris Rag-déficientes, a 1’instar des pDC (Article 2,
Fig.2). Nous avons ensuite entrepris une analyse de liaison sur le croisement F2 des souris
B6.Rag et NOD.Rag, identifiant un locus majeur sur le chromosome 2 distal (Article 2, Fig.4).
Cette région, possede plusieurs geénes polymorphiques qui pourraient €tre associ€és a une
régulation du nombre de mcDC. Parmi les génes candidats les plus susceptibles d’influencer la
proportion de mcDC, on retrouve principalement Bcl2/11, Sirpa et B2m. Ce dernier, qui code

pour la protéine SIRPa, a démontré un rdle dans la migration des DC via son interaction avec

117



son ligand, CD47 (194). 1l est par conséquent plausible que I'un des trés nombreux SNVs dans
la séquence de Sirpa chez la NOD meéne a une accumulation de meDC dans la rate. De son
coté, Bcl2l11 encode pour le facteur proapoptotique BIM, qui semble défectueux chez la
NOD. En effet, bien qu’aucun polymorphisme codant n’est présent dans sa séquence, on
retrouve des variants dans ses régions régulatrices corrélant avec une difficulté a étre induit
chez la NOD dans le contexte de la sélection thymique. Nos travaux préliminaires utilisant des
souris BIM-déficientes présentent également une accumulation de meDC, validant Bc/2l11

comme geéne candidat responsable de la régulation des mecDC.

Les questions immunobiologiques entourant les mcDC ne se limitent toutefois pas a la
régulation de leur proportion. Cependant, les approches nécessaires pour répondre a la plupart
d’entre elles sont limitées par le méme probléme technique: le manque de précision de leur
isolation. En effet, nous utilisons une combinaison de marquages négatifs pour isoler les
mcDC, mais aucun marqueur spécifique comme BST-2 pour les pDC. Il reste tout de méme
possible que la stratégie de sélection utilisée actuellement isole une population hétérogene.
L’utilisation de RNA-Seq sur les cellules mcDC triées, en comparaison avec les DC CD8a',
DC CDI11b" et pDC, nous permettrait non seulement de pallier a ce probléme en identifiant
une protéine de surface spécifique, ou encore un facteur de transcription distinct, mais
enrichirait également nos connaissances sur la fonction de ces cellules. Valider un tel
marqueur permettra de s’assurer que la population de meDC a 1’étude ne sera pas contaminée.
Il sera donc possible de procéder a des tests fonctionnels plus performants et sensibles, ou
encore de caractériser leur ontogénie suite au transfert adoptif de précurseurs comme les CDP
et les pré-DC. Identifier un équivalent humain des mcDC sera, bien que potentiellement

difficile, d’un intérét fondamental. Bien qu’il nous manque potentiellement d’informations sur
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la fonction des mecDC in vivo pour bien établir une signature avec laquelle nous pourrons
établir un parallele, il est déja possible d’investiguer les résultats de 1’étude de
transcriptomique a cellule simple faite sur les DC qui a permis I’identification d’un nouveau

sous-type de DC chez I’humain, aux fonctions similaires aux mcDC.

Il sera bien sir extrémement intéressant d’identifier par quel mécanisme les mcDC
renversent 1’anergie. Nous savons par exemple que 1’addition d’IL-2 a démontré une capacité
a renverser I’anergie in vitro, mais jamais in vivo. Peut-étre les mcDC produisent-elles
d’énormes quantités d’IL-2 suite a une stimulation par des cellules apoptotiques? Nous savons
¢galement que les DC expriment I’enzyme d’édition d’ubiquitine A20 (7nfaip3), qui est
associée a la susceptibilité a plusieurs maladies auto-immunes. Il a été établi que 1’ablation
conditionnelle de Tnfaip3 chez les cellules exprimant CD11c méne a une perte d’anergie et
une rapide activation des lymphocytes T (195, 196). Au jour de cette information, il sera
intéressant d’investiguer si les mcDC expriment des niveaux similaires de A20 que les DC

conventionnelles.

Nos prochains travaux viseront donc a explorer toutes ces questions en intégrant le role des
mcDC dans ’immunité. La prochaine décennie sera pour le moins excitante dans le domaine

des meDC.

4.5 IMPACT DES MCDC EN AUTO-IMMUNITE

La contribution des mcDC dans la réponse immunitaire, comme la majorité des
caractéristiques qui les entourent, reste floue. Nous pouvons toutefois apprécier 2

caractéristiques qui les distinguent des DC conventionnelles : leur capacité a renverser
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I’anergie et a étre activées par des cellules apoptotiques. En effet, les travaux de Katz et al.
ont pris avantage du modele murin RIP-mOVA, qui exprime I’ovalbumine sous le contrdle du
promoteur de I’insuline du rat, pour induire I’anergie de lymphocytes CD8 T OT-1 suite a un
transfert adoptif (81). Le transfert adoptif subséquent de mcDC exposées a des cellules
irradiées a non seulement permis de stimuler une prolifération des cellules OT-1 de maniére
antigéne spécifique, mais a induit une insulite importante aprés 12 jours. Les auteurs ont
¢galement utilis¢ un modéle plus physiologique, prenant avantage d’ilots pancréatiques de
souris NOD irradiées pour stimuler des mcDC. Ces derniéres sont ensuite transférées chez de
jeunes souris NOD non diabétiques, ce qui induit rapidement I’insulite et le développement du
diabéte. Les auteurs démontrent finalement que le transfert de meDC isolées de souris NOD
diabétiques dans des souris non-diabétiques est suffisant pour induire le diabéte dans 100%
des souris seulement 12 jours apres injection. Bien que ces expériences démontrent clairement
un réle important des mcDC dans le bris de tolérance, les auteurs n’expliquent pas comment
ces cellules peuvent affectent différemment les souris NOD et B6, respectivement susceptibles
et résistantes au diabéte auto-immun. Apres tout, leurs expériences qui prennent avantage du
modele OT-1 sont faites sur un fond génétique B6, prouvant que les mcDC sont tout a fait
capables de briser la tolérance et d’induire une insulite a I’extérieur d’un fond génétique NOD.
Leurs expériences révelent toutefois une potentielle différence de proportion de meDC entre
les lignées de souris, qui pourrait s’avérer critique dans la susceptibilit¢ au diabéte. Pour
vérifier cette hypothése, nous avons d’abord validé cette différence de proportion, puis
procédé¢ a une analyse de liaison sur des souris F2 issues du croisement B6.Rag et NOD.Rag,
qui nous a révélé un locus majeur sur le chromosome 2 distal. Cette région coincide avec le

locus 1dd13, qui est associé a la susceptibilité¢ au diabéte auto-immun et au SLE. L’utilisation
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de souris NOD congéniques sur l’intervalle du locus /ddi3 nous a permis de valider
I’association de la proportion de mcDC avec cette région, et a également permis de tracer une
corrélation plausible entre le nombre de mcDC et la susceptibilité au diabéte. La validation
définitive de cette association nécessitera toutefois une modulation spécifique du nombre de
mcDC in vivo chez la souris NOD, probablement apres 1’identification du déterminant
génétique responsable au sein du locus /ddl3. Notre investigation préliminaire du gene
candidat Bcl2l11 suggere que le facteur pro-apoptotique BIM régule le nombre de meDC in
vivo. Il serait donc possible d’utiliser des souris Bc/2(117, qui obtiennent une augmentation
de mcDC, pour les croiser avec des souris RIP-mOVA. Un transfert adoptif de cellules mOVA
irradiées suivi d’une injection de T CD8 OT-1 dans les souris RIP-mOVA Bci2[117" ou de
type sauvage permettrait potentiellement de voir une association entre le nombre de meDC et
I’insulite.

Nous croyons pouvoir ¢laborer un modele préliminaire expliquant la contribution des
mcDC dans le diabéte, basé sur la différence de nombre de meDC. Il est connu que la souris
subit une phase de remodelage du pancréas tot dans le développement, qui méne a une vague
d’apoptose des cellules  qui coincide avec le début de la péri-insulite (197, 198). Cette vague,
présente autant dans les souris résistantes et susceptible au diabéte, a été une énigme pour les
immunologistes : comment une apoptose massive, connue pour étre un signal tolérogene, est-
elle un moment clé dans le bris de la tolérance (140)? Comment mene t-elle a une réponse
auto-immune seulement chez les souris génétiquement susceptibles? Nous croyons que les
mcDC sont capables de renverser 1’anergie dans les souris B6 et NOD.Idd13 suite a une
stimulation des cellules 3 apoptotiques, mais que le signal tolérogeéne induit aux autres sous-

types de DC par ces mémes cellules apoptotiques ainsi que les autres mécanismes de tolérance
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périphériques (Tregs, Bregs) sont suffisants pour compenser 1’effet néfaste des mecDC. En
contrepartie, 1’accumulation des mcDC chez la NOD, possiblement due a une apoptose
défectueuse liée a un polymorphisme dans Bcl2l11, serait suffisante pour supplanter les

mécanismes de tolérance en place.

Apoptose des
cellules B

* Balance avec les autres
mécanismes de tolérance
périphérique:
Anergie, Tregs, Bregs

NOD./dd13

Figure 7 : Mod¢le de la contribution du nombre de meDC dans la susceptibilité au

diabéte auto-immun
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Ce modele d’équilibre pourrait expliquer I’existence méme des mcDC. Il semble en
effet contre-intuitif que I’évolution ait favorisé le développement d’une population aussi
dangereuse d’un point de vue auto-immun. Par contre, leur role démontré dans le contexte
anti-tumoral semble suggérer le contraire (40). Par conséquent, 1’évolution a possiblement
favorisé le maintien d’un fin équilibre dans le nombre de mcDC afin de pouvoir tirer partie des
avantages de cette population unique, tout en évitant leurs désavantages. Il sera intéressant de
pouvoir explorer cette hypothése en investiguant si la réponse anti-tumorale est influencée par
le nombre de mcDC. Le transfert adoptif de cellules cancéreuses dans des souris B6 et
Bel21117" serait d’ailleurs une expérience simple a envisager pour répondre a cette question.
En alternative, il serait possible d’utiliser un agent carcinogene tel que le méthylcholantréne
(MCA) chez la souris NOD et NOD.Idd13 et investiguer si on observe une différence dans
I’incidence de tumeurs, qui serait potentiellement attribuable a une différence dans la

proportion de meDC.
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4.6 CONCLUSIONS

L’objectif principal de cette thése était d’identifier les déterminants génétiques associés
a la régulation du nombre de pDC et de mcDC in vivo. Nous avons démontré que la rate de la
souris NOD possede un plus grand nombre de ces 2 sous-types en comparaison avec la souris
B6, suggérant que le phénotype était régulé génétiquement. Nous avons ensuite utilisé des
souris Rag-déficientes pour démontrer que ces phénotypes sont non seulement indépendants
de la présence du systeme adaptatif, mais qu’ils ne sont également pas causés par
I’inflammation associée a une possible réponse auto-immune sous-jacente. En utilisant des
cohortes de souris F2 B6.Rag x NOD.Rag, nous avons identifi¢ des locus associé¢s a la
régulation spécifique de chacune des populations. Le nombre de pDC est régulé par un locus
proximal du chromosome 7, que nous avons appelé Pdccl. Ce locus a ensuite été validé via
’utilisation d’une lignée congénique NOD.NZW-Chr7, qui possede une quantité réduite de
pDC spléniques en comparaison avec la lignée NOD parentale. Cependant, 1’incidence du
diabete n’est pas significativement différente entre cette lignée congénique et la NOD, ce qui
coincide avec le fait qu’aucune région de susceptibilité au diabéte ne se situe au niveau de
Pdccl. Bien que nous investiguerons davantage les facteurs régulant la proportion de pDC, il

semble que ce phénotype ne soit pas associé a la susceptibilité au diabéte auto-immun.

En contraste, notre analyse de liaison a permis d’identifier un QTL associé¢ au nombre
de mcDC sur la portion distale du chromosome 2, qui coincide avec la région de susceptibilité
au diabete auto-immun nommée Idd13. Cet intervalle, qui posséde plusieurs genes candidats
intéressants comme Bcl2l11, Sirpa ou B2m, semble en effet suggérer que la proportion de
mcDC est en étroite relation avec la susceptibilité au diabete auto-immun, selon nos études

congéniques. Nos travaux futurs porteront sur la validation de génes candidats de I’intervalle
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1dd13 et I’identification du mécanisme utilisé par ce geéne candidat dans la modulation du

nombre de mcDC.

Finalement, I’ensemble de ces résultats, certains étant non-publié¢s, montre que le
nombre des différents sous-types de DC spléniques est régulé par des facteurs distincts, étant
associés a des locus différents. Ces nouvelles informations nous permettrons de pouvoir
moduler chaque sous-population indépendemment pour obtenir la réponse désirée,

possiblement dans un contexte de vaccins de DC.
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