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Résumé

La tolérance orale permet la modulation de la réponse immunitaire a 1’égard des
antigénes exogenes présents dans la lumiere intestinale. Essentiels a 1’établissement
d’une relation symbiotique entre le systtme immunitaire et la flore intestinale,
I’induction et le maintien de la tolérance orale reposent sur différents mécanismes
immunologiques. Parmi eux, I’induction de cellules T régulatrices par les cellules
dendritiques et de mécanismes apoptotiques. Or, la glycoprotéine membranaire
CDA47 est impliquée, en périphérie, dans ces mécanismes. Cependant, le role de
CD47 dans la tolérance orale n’est pas connu. A ’aide d’un modéle murin déficient
en CD47, nous avons démontré principalement, que I’absence de CD47 est associée a
une diminution de 50 % de la proportion de cellules dendrites myéloides
CD11b°CD103" retrouvées dans les ganglions mésentériques. Suite au transfert
adoptif de cellules T antigenes spécifiques dans nos différents modeles
expérimentaux, on a, aussi, observé une diminution de 45 % de leur niveau
d’activation dans les ganglions mésentériques. Malgré les effets observés, le CD47
n’est pas impliqué dans ’induction d’une réaction de tolérance orale secondaire a
I’administration intragastrique de fortes doses d’ovalbumine. Cependant, nous avons
démontré que CD47 est impliquée au niveau de la migration des cellules dendritiques
de la peau et de certaines sous-populations retrouvées dans les ganglions
mésentériques.
Mots clés : 1. Tolérance orale

2. Réponse d’hypersensibilité de type retardé

3. Réponse immune Thl

4. Ganglions mésentériques

5. Cellules dendritiques
6. Migration



IV

Abstract

Oral tolerance allows the modulation of the immune response against exogenous
antigens present in the intestinal lumen. Essential to establish a symbiotic
relationship between the immune system and intestinal flora, the induction and
maintenance of oral tolerance rests on different immunological mechanisms. Among
them, induction of regulatory T cells by dendritic cells and apoptotic mechanisms.
However, the membrane glycoprotein CD47 is involved in the periphery of these
mechanisms. However, the role of CD47 in oral tolerance is unknown. With a mouse
model deficient in CD47, we showed mainly that the absence of CD47 is associated
with a decrease of 50% in the proportion of myeloid dendritic cells CD11b" CD103"
found in the mesenteric lymph nodes. Following the adoptive transfer of antigen
specific T cells in our experimental models, we also observed a decrease of 45% of
their level of activation in mesenteric lymph nodes. Despite the observed effects,
CD47 is not involved in the induction of oral tolerance response secondary to
intragastric administration of high doses of ovalbumin. However, we have shown
that CD47 is involved in the migration of dendritic cells of the skin and some sub-

populations found in mesenteric lymph nodes.

Keywords : 1. Oral tolerance
2. Delayed-type hypersensitivity
3. Thl-type immune response
4. Mesenteric lymph nodes
5. Dendritic cells
6. Migration
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L’avant-propos

Entreprise en parall¢le a mes études de médecine, la réalisation de cette maitrise en
sciences biomédicales m’a demandé beaucoup d’efforts et de sacrifices. Cependant,
I’importante charge de travail nécessitée par cette aventure m’a forcé a prolonger la
durée de ma maitrise. Par conséquent, j’ai di adapter, a quelques reprises,
I’orientation de cette derni¢re afin de permettre la publication précoce de mes
résultats, Malgré les changements apportés, je suis content d’avoir réalisé ce projet

complet et structuré.

D’autre part, je profite de 1’occasion pour apporter quelques suggestions afin de

rendre cette double formation, trés stimulante et bénéfique, plus accessible.

1) Afin de permettre une présence accrue au laboratoire de recherche et une
participation active aux activités scientifiques (club de lecture, réunion du
laboratoire), il serait bénéfique d’inclure, surtout lors de 1’externat, une
journée de recherche par semaine. Je crois que cette mesure sera bénéfique a
la réalisation des expériences, en plus de faciliter ’accés aux personnes
ressources et a I’expertise disponible dans les laboratoires de recherche. Par
ailleurs, je crois que I’impact de cette mesure, sur la formation médicale sera

minime.



2)

3)

XIII

Par ailleurs, il serait souhaitable de revoir le soutient financier disponible.
Effectivement, seul le FRSQ offre des bourses pour les étudiants de
I’Université de Montréal inscrits dans un programme de MD/M.Sc. Or, ces
bourses sont d’une durée maximale de 2 ans. Il me parait difficile d’imaginer
de réaliser cette double aventure en une si courte période. Il serait dés lors
profitable de mettre a la disposition des étudiants un programme de bourses

complémentaires.

En dernier lieu, la création de réels programmes de MD/M.Sc et MD/Ph.D.
serait bénéfique, puisque pour I’instant, il est nécessaire de s’inscrire
séparément dans les 2 programmes et qu’aucun encadrement pédagogique

n’est fourni par les différentes facultés.



Introduction

La tolérance

Lors du développement des lymphocytes T et B, différents phénomenes de
réarrangements géniques confeérent au systéme immunitaire la capacité d’induire une
réponse immune adéquate envers une multitude d’antigénes (Ags) (1-3).
Occasionnellement, cette réaction est dirigée contre des antigénes du soi. En de telles
circonstances, il peut y avoir apparition de maladies dites auto-immunes (1, 4). Elles
peuvent étre regroupées en maladies auto-immunes systémiques ou ciblant des tissus

spécifiques (5).

La faible incidence de ces maladies résulte de la présence au sein de 1’organisme
d’un phénomeéne de tolérance immunologique. Ce processus permet 1’établissement
d’un état de non-réponse immunitaire spécifique a 1'égard d'un Ag reconnu, sous
certaines conditions, par I’organisme (6, 7). Par ailleurs, la réponse a tous les autres

antigénes reste normale (7).

L’induction d’un état de tolérance repose sur différents éléments encore peu connus.
Cependant, on distingue 2 grandes classes de tolérance : la tolérance centrale et la

tolérance périphérique (8).

La tolérance centrale

La tolérance centrale mene a 1’élimination de la majeure partie des clones

lymphocytaires autoréactifs et elle fait partie intégrale du processus de maturation



des lymphocytes T et B. Ce dernier a lieu au niveau des organes lymphoides centraux
soit le thymus pour les lymphocytes T et la moelle osseuse pour les lymphocytes B
(8, 9). Cependant, puisque notre modele expérimental repose principalement sur
I’action des lymphocytes T, nous allons nous pencher uniquement sur les

mécanismes impliqués dans la régulation de ces dernicres cellules.

Le processus d’élimination des cellules T autoréactives repose principalement sur
deux grandes étapes de sélection. Tout d’abord, dés leur arrivée dans le cortex du
thymus, les précurseurs des cellules T, coexprimant le CD4" et le CDS8", sont
sélectionnés positivement en fonction de ’affinité de leur TCR pour le complexe
majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de 1’hote. Ainsi, les thymocytes ayant une faible
affinité¢ pour le CMH exprimé a la surface des cellules épithéliales du cortex vont
mourir suite a I’absence de signaux leur permettant de poursuivre leur maturation.
Les thymocytes qui survivent vont continuer leur migration vers la zone médullaire
du thymus ou un grand nombre d’Ags du soi sont présentés par les cellules
épithéliales. Les thymocytes, ayant une affinit¢é pour les peptides du soi ainsi
présentés, seront €liminés par apoptose. De tous les précurseurs de cellules T
présents dans le thymus, uniquement 3 % vont franchir les étapes de sélection
positive et négative et vont se retrouver dans les organes lymphoides secondaires. Ils

expriment alors que le CD4 ou le CD8 (10-12).



La tolérance périphérique

Cependant, ces mécanismes centraux ne sont pas complétement efficaces et un bon
nombre de cellules lymphocytaires autoréactives sont retrouvées en périphérie et
peuvent induire d’importants dommages tissulaires. Par contre, de nombreux
mécanismes sont mis en place afin de maintenir inactifs ou d’éliminer les
lymphocytes autoréactifs (13, 14). Ces mécanismes permettent ainsi 1’élaboration

d’une tolérance périphérique. Parmi ces derniers, on en retrouve principalement cing.

1) L’activation des lymphocytes T est dépendante de la liaison TCR-Ag-CMH, mais
aussi de la présence de signaux de costimulation. Or en absence de ces derniers, il y a
production de signaux négatifs et la cellule entre en stade d’anergie irréversible (15).
Ainsi, méme si les conditions nécessaires a I’activation d’une cellule T sont réunies,
cette cellule ne sera pas activée et ne pourra pas induire de réponse immunitaire (16).
Par ailleurs, un phénomeéne similaire est aussi présent au niveau des cellules B

potentiellement autoréactives (17).

2) La réponse immunitaire peut étre supprimée de manicre active par un groupe de
cellules T appelées régulatrices (Treg) (8). Elles sont réparties dans différents
groupes et sont de diverses origines. Les Treg sont produites principalement dans le
thymus, mais elles peuvent étre induites en périphérie (18-20). Parmi les différentes
populations de cellules régulatrices, les Treg coexprimant le CD4, le CD25 et le
Foxp3 jouent un role fondamental dans le maintien de la tolérance a 1’égard des Ags
du soi et dans la prévention de maladies auto-immunes (21). Foxp3 est un facteur de

transcription essentiel au fonctionnement de ces cellules (22). Il est fortement



exprimé dans les organes lymphoides, tels que le thymus et la rate, et dans les Treg
CD4'CD25" (23, 24). En absence de celui-ci, les Treg CD4" CD25" ne peuvent
modérer le systéme immunitaire et on note I’apparition de réactions auto-immunes
séveres (25). L’action régulatrice de ces cellules semble surtout dépendre de
I’établissement de liaisons directes avec les cellules cibles via les molécules de
surface CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4) et TGF-B (tumor
growth factor-beta) membranaire (8, 26). Par ailleurs, la production de cytokines
anti-inflammatoires solubles, telles que I’interleukine 10 (IL-10) et le TGF-f, est
essentielle au maintien de I’homéostasie par les Treg (27). Les Treg CD4'CD25"
provenant de souris déficientes en IL-10 inhibent moins efficacement la prolifération

de cellules T effectrices que les Treg provenant de souris IL-10”" (21).

3) Les deux moyens précédents servent a prévenir I’activation des lymphocytes
autoréactifs. Or, comme la tolérance centrale, ils ne sont pas infaillibles. Afin de
maintenir 1’homéostasie, il existe un mécanisme de délétion clonale secondaire a
I’activation des cellules autoréactives. Ce dernier repose sur 1’interaction entre 2
molécules de surfaces, Fas et FasL (28). En effet, I’engagement de Fas, exprimée sur
une grande variété de cellules humaines, par FasL, exprimé a la surface des cellules

lymphocytaires activées, induit 1’apoptose des cellules activées autoréactives (29).

4) Un autre mécanisme de régulation de la réponse immunitaire face aux antigeénes
du soi repose sur la présence de sites immuns privilégiés. Ces derniers, tels que les
yeux, les testicules et le cerveau, sont mécaniquement isolés des cellules du systéme
immunitaire (8). Il y a ainsi présence de séquestration antigénique. Par ailleurs, les

tissus de ces sites expriment une variété de molécules anti-inflammatoires et



immunosuppressives telles que le FasL, le TGF-p et le facteur d’inhibition de la

migration des macrophages (30).

5) L’activation de cellules T suite a la reconnaissance d’un Ag du soi mene
généralement a 1’élaboration d’une réponse immune de type Thl. Cette réponse
implique un grand nombre de molécules et cellules pro-inflammatoires et elle est
associée a la physiopathologie des maladies telles que la sarcoidose, 1’athérosclérose,
la maladie de Crohn et diverses pathologies auto-immunes organes-spécifiques (12).
Cependant, la reconnaissance d’Ags du soi peut aussi étre associée a une suppression
de la réponse immune Thl et favoriser le développement d’une réponse Th2 ou ThO
moins néfaste. Ce phénomene de déviation immunitaire est di a la sécrétion locale de
cytokines associées a 1’induction d’une réponse Th2 telles que I’'IL-4. Cette dernicre

cytokine inhibe aussi le développement de la réponse Thl (31).

La tolérance orale

A P’opposé des modéles de tolérance centrale et périphérique qui permettent une
diminution de la réponse immunitaire envers des Ags spécifiques du soi, la tolérance
orale implique des Ags exogenes. Effectivement, elle permet la modulation de la
réponse immunitaire tant humorale que cellulaire face a un Ag soluble, d’origine
alimentaire par exemple, introduit oralement (32). Cette forme de tolérance est
essentielle a I’établissement d’une relation symbiotique entre le systéme immunitaire
de la muqueuse digestive et la flore intestinale, environ 10'* bactéries (33).

Cependant, cet état de tolérance doit permettre rapidement 1’¢laboration d’une



réponse immunitaire efficace suite a I’introduction de microorganismes pathogénes.
L’induction d’un état de tolérance orale dépend étroitement d’interactions complexes
entre la flore intestinale, les Ags présents au niveau de la lumiére intestinale et les
cellules épithéliales de I’intestin (34). Le role des cellules épithéliales n’est pas
seulement de former une barriére physique entre la lumicre intestinale et 1’organisme,
mais repose aussi sur la sécrétion de différents médiateurs immunologiques ayant
pour but de favoriser : 1) le développement de CPAs capables d’induire la tolérance
envers des Ags alimentaires et de la flore commensale, 2) 1’anergie des cellules
immunitaires telles que les lymphocytes et 3) la formation de cellules régulatrices

(34).

D’autre part, la sécrétion IgA, au niveau de la lumicre intestinale, aide a la
prévention de bactériémie associée a la translocation de bactéries commensales (35).
Les IgA intestinaux sont majoritairement produit par les plasmocytes retrouvés dans
la lamina propria (LP) et I’induction de ces cellules est largement dépendante de la
flore intestinale (36). L’absence de microorganismes intestinaux chez la souris est
associée a une hypoplasie des plaques de Peyer (PPs) et & une diminution du nombre
de cellules T et de plasmocytes intestinaux (37). Or, la production d’IgA n’est que
partiellement induite par les lymphocytes T. En effet, une quantité significative des
IgA sécrétées au sein de la lumiere intestinale est produite en réponse aux
microorganismes présents dans D’intestin selon un mécanisme indépendant de

I’action des cellules T (38).

Depuis peu, le systetme digestif est considéré comme une zone immunitaire

privilégiée, puisqu’il permet la cohabitation d’Ags et de microorganismes exogenes



en absence de réaction inflammatoire qui aurait comme conséquence de nuire aux
fonctions physiologiques de I’intestin (33). Ainsi, le bris de tolérance envers la flore
commensale est associ¢ a diverses pathologies telles que la maladie de Crohn,
caractérisée par un exces de cytokines pro-inflammatoires, interféron gamma (IFN-y)
et TNF-a, au niveau de la paroi intestinale (39, 40). La colite ulcéreuse est aussi
causée par cette rupture de tolérance et elle est associée a une surproduction de
cytokines Th2, IL-4 et IL-13, par les lymphocytes T CD4" et par les cellules NK T
retrouvées dans la LP intestinale (40). Par ailleurs, cette rupture de tolérance favorise
aussi le bris de la tolérance face aux aliments. Ce bris est le principal responsable des
allergies alimentaires (41). En effet, il a ét¢ démontré que la suppression de la flore
intestinale favorise le développement d’allergies alimentaires (42, 43). Ces dernicres

sont associées a une réponse immunitaire de type Th2 IgE dépendante (44).
Les tissus lymphocytaires associés a I’intestin

Comme il a été vu précédemment, la muqueuse intestinale est constamment en
contact avec des Ags exogeénes d’origine alimentaire ou microbienne (commensales
et/ou pathogénes). Cette exposition est telle que plus de la moitié des lymphocytes
circulant en périphérie se retrouvent soit dans la muqueuse intestinale ou dans les
tissus lymphocytaires associés a I’intestin (45). Ces derniers inclus principalement
les PPs, les ganglions mésentériques (MLNs) et aussi une couche de la paroi

intestinale, la LP, riche en lymphocytes, macrophages et cellules dendritiques.

Les PPs sont retrouvées au niveau de la sous-muqueuse du petit intestin et sont

principalement composées de follicules de cellules B agrégés. Entre ceux-ci, on



retrouve des régions riches en lymphocytes T (39). Les PPs sont séparées de la
lumicre intestinale par un épithélium particulier. Cet ¢épithélium associ€¢ aux
follicules (EAF) se présente comme une région a faible densité de vili et a faible
concentration d’enzymes digestives (39). Entre cet épithélium et les nombreux
follicules de cellules B, on retrouve le dome sous-épithélial, région riche en CPAs,
cellules T et B (39, 46). L’importance des populations de CPAs n’est pas sans lien
avec le role des PPs au niveau du systéme immunitaire de 1’intestin. Les cellules M,
retrouvées au niveau de I’EAF, ont la capacit¢ de délivrer des Ags et des
microorganismes présents dans la lumicre intestinale, via des vésicules de transport,
aux DCs du dome sous-épithélial (46-48). Cependant, les PPs ne sont pas essentielles
a I’induction d’un phénomeéne de tolérance ni au développement d’une réponse

immunitaire protectrice (39, 49).

A I’opposé, les MLNSs sont indispensables a I’induction de la tolérance orale (48). De
plus, ils servent de transition entre le systtme immunitaire digestif et systémique.
Ceci est corrélé avec I’expression conjointe, a la surface des cellules lymphocytaires,
de molécules d’adhésion spécifiques aux muqueuses digestives (a4p7) et aux organes
lymphoides périphériques (L-Selectine) nécessaires a 1’accumulation des
lymphocytes dans les MLNs (39). En absence d’inflammation, la trés grande
majorité¢ des Ags provenant du systeme digestif n’entreront pas dans la circulation
systémique (34). IIs seront principalement retrouvés au niveau des MLNs ou ils vont
étre présentés par les DCs aux cellules T CD4" naives. Différentes voies permettent
I’arrivée des Ags intestinaux aux MLNs. Effectivement, 1) les cellules M de I’EAF

peuvent aller capter dans la lumiére des Ags et/ou des microorganismes et les



transférer aux DCs présentes dans le dome sous-épithélial qui pourront soit activer
les lymphocytes présents au niveau des PPs ou migrer jusqu’aux MLNs via les
vaisseaux lymphatiques. Les Ags transportés par les cellules M, peuvent aussi
atteindre les MLNs directement via la lymphe. Par ailleurs, le passage des Ags est
aussi observé a I’extérieur des PPs. 2) Les DCs situées dans la LP et dans les PPs
peuvent, par la formation de pseudo jonctions serrées et de dendrites, directement
capturer des Ags se trouvant dans la lumicre intestinale et par la suite migrer vers les

MLNSs (34, 39, 41, 50, 51).

Les cellules dendritiques de I’intestin

Un grand nombre des types cellulaires est impliqué dans les processus de capture, de
présentation des antigénes intestinaux et d’induction d’une réponse immunitaire
adéquate (tolérance vs inflammatoire). Cependant, les DCs, sentinelles du systéme
immunitaire, sont les seules cellules capables d’activer les lymphocytes T naifs. Au
niveau du systeme digestif, elles permettent le développement de la tolérance envers
la flore commensale et les Ags alimentaires, et I’¢laboration d’une réponse
protectrice contre les microorganismes digestifs pathogénes (52, 53). Cette
polyvalence semble dépendre largement de I’environnement local dans lequel elles se

trouvent, des précurseurs dont elles proviennent et de leur stade de maturation (54).

Au niveau des tissus lymphocytaires associés a l’intestin, on retrouve un grand
nombre de sous-populations de DCs réparties différemment. La classification de ces
sous-populations repose sur I’expression de différents récepteurs cellulaires a leur

surface. Ainsi, on en retrouve principalement trois sous-populations dans les PPs qui



10

possédent des fonctions et des localisations propres. Les DCs myéloides, CD11c"

CD11b" CD§", sont majoritairement présentes au niveau du dome sous-épithélial et
une fois activées, sécretent surtout du TGF- et de I’IL-10 (55, 56). Cette derniére est
une importante cytokine anti-inflammatoire inhibant partiellement la production de
cytokines Thl, I’expression du CMH classe II et les molécules de costimulations sur
les CPAs (57). De plus, I’'IL-10 est essentielle au maintien de la tolérance des cellules
T envers les bactéries de la flore commensale. L’absence d’IL-10 provoque, chez la
souris, une colite létale (58). Le TGF-f est aussi un acteur important dans I’induction
de la tolérance orale en favorisant la conversion des cellules T en cellules Treg (59).
A Toppos¢ de ces dernicres DCs, les DCs dites doubles négatives (DN),
CD11¢'CD11b'CDS’, localisées dans le dome sous-épithélial, produisent davantage
d’IL-12, une cytokine pro-inflammatoire favorisant 1’activation des lymphocytes T et
la sécrétion IFN-y par ceux-ci (55, 56). On retrouve aussi ces DCs, en faible
proportion, associées a I’EAF et aux espaces interfolliculaires (52). Les DCs
lymphoides, CD11c¢'CD8'CDI11b’, présentes surtout au niveau des espaces
interfolliculaires, sécretent aussi principalement de 1'IL-12 (55, 56). Cette
ressemblance avec les DNs n’est pas anodine. En effet, lors d’une infection au
réovirus, les DNs captent les Ags viraux provenant des cellules épithéliales infectées
mortes et induisent une réponse Thl (60). Or, bien qu’absentes du dome sous-
épithélial, les DCs lymphoides présentent aussi les peptides viraux (60). Pour
certains, ceci peut signifier que les DCs CD8" proviennent de la maturation des DNs,
alors que d’autres mentionnent que ces dernic€res transfeérent les Ags viraux aux

CDl11c¢" CDS".
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Au niveau de la LP, certains auteurs prétendent qu’on retrouve sensiblement les
mémes trois sous-populations de DCs que celles présentes dans les PPs (61). Or,
certaines études rapportent I’absence de CD11c” CD8" dans la LP et démontrent
qu’elles proviennent des follicules lymphoides isolés, des structures similaires aux
PPs intégrés au petit intestin qu’on ne peut retirer facilement contrairement aux PPs.
Cependant, les auteurs s’accordent pour affirmer que les DCs de la LP sécrétent
d’importantes quantités de cytokines anti-inflammatoires telles que I’IL-10 et I’IFN-
B (39, 52, 54). Les DCs de la LP sont reconnues comme les principales responsables
de I’induction de la tolérance orale face aux Ags alimentaires (62). Cependant, les
PPs sont associées a la tolérance envers les bactéries de la flore commensale (52).
D’autre part, des études récentes indiquent qu’une sous-population de DCs
intestinales expriment le marqueur de surface CD103 et le CD11b, un marqueur des
DCs myéloides. Les DCs CD103" sont retrouvées principalement dans la LP et elles
sont impliquées dans la présentation des Ags oraux et I’induction de cellules T

effectrices (63).

Les MLNs sont le siege de la réponse immunitaire intestinale. Par conséquent, il
n’est pas surprenant qu’on y retrouve des DCs provenant a la fois de la LP, des PPs
et de la circulation sanguine. Effectivement, Jang et coll. ont démontré que
principalement 2 sous-populations de la LP migrent vers les MLNs, soit les
CD11c¢'CD80™CD11b aL'B7™ et les CD11c¢'CD8a’CD11bMaL' 7™, et que cette
migration est CCR7 dépendante (64). Par ailleurs, ils démontrent aussi que les DCs
CD11b" (CD11¢'CD8a’CD11b"aL'°B7") et les DCs CD8" (CD11¢'CD8a™CD11b

aL™B7™) provenant des PPs migrent aussi vers les MLNs, mais cette fois ce
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phénomeéne n’est que partiellement controlé par le CCR7 (64). Outre les DCs
décrites, il y a de plus en plus d’évidence de 1’existence d’une autre sous-population
de DCs non my¢loides présente au niveau de la LP, des les PPs et des MLNSs. Les
DCs plasmacytoides (pDCs), découvertes initialement chez ’homme, contribuent a
I’immunité innée antivirale via la production d’IFN de type 1 (65, 66). De plus, elles
peuvent participer a la réponse immune adaptative tant Thl que Th2 en fonction de
I’environnement local (67). Les pDCs ne semblent cependant pas circuler de
I’intestin vers les MLNs, Mise a part leur role important dans la protection contre

I’asthme, leur contribution dans la tolérance orale est méconnue (68).

Les mécanismes de la tolérance orale

Les mécanismes cellulaires permettant 1’induction de la tolérance orale sont les
mémes que ceux utilisés lors de ’induction de la tolérance périphérique envers les
Ags du soi. Ainsi, en absence de signaux de costimulations lors de la présentation de
I’Ag aux cellules T, ces derniéres deviennent anergiques. L’induction des cellules T
anergiques dépend surtout des différentes sous-populations de DCs intestinales
immatures, mais aussi des cellules épithéliales de I’intestin (34, 46). En effet, les
entérocytes expriment a leur surface des molécules de classe II du CMH, leur
permettant de présenter des Ags de la lumicre intestinale, mais n’expriment aucune
molécule de costimulation permettant 1’activation des cellules T présentes au niveau

de la LP (39, 44).

La réponse immunitaire intestinale est aussi balancée par la présence de cellules T

régulatrices. Au niveau de l’intestin, plusieurs populations de cellules régulatrices
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interagissent. Leur classification repose principalement sur leur profil de sécrétion de
cytokines anti-inflammatoires, telles que I’IL-10 et le TGF-B. Ainsi, les T reg dites
Th3 sécretent davantage de TGF-B, IL-10 et d’IL-4 ce qui a pour effet de supprimer
I’activation tant des cellules Th1 que Th2 et de favoriser la production d’IgA par les
cellules B (69, 70). Les régulatrices Trl, qui sécrétent davantage d’IL-10, semblent
jouer un role dans la régulation de la réponse immunitaire contre la flore commensale
(69). Par contre, ces deux types de cellules régulatrices demeurent peu étudiés et leur
implication dans I’induction et le maintien de la tolérance orale sont incertains. A
I’inverse, les Treg CD4 CD25 Foxp3" sont essentielles au maintien de la tolérance a
la flore bactérienne et aux Ags oraux (71, 72). De récentes découvertes ont démonté
que les DCs CDI103", et non les CD103" des MLNs, sont capables d’induire la
conversion de cellules T naives en cellules Treg CD4 CD25 Foxp3", probablement
via TGF-B (73). Par ailleurs, le transfert de Treg CD4 CD25 Foxp3™ permet la
guérison d’une forme expérimentale de colite induite par le transfert de cellules T
CD4'CD25 chez la souris. Lors de la guérison, il y a une forte concentration de

cellules régulatrices dans la LP (74, 75).

CD47

L’inhibition de I’activation et de la prolifération des cellules T semble aussi associée
a la glycoprotéine de surface CD47. La liaison de cette derniére par un anticorps
monoclonal ou par la thrombospondine (TSP), un ligand naturel de CD47, induit

I’anergie des cellules T humaines naives (76). Par ailleurs, cette interaction a la
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surface des cellules T favorise la conversion des cellules T mémoires et naives en

cellules T régulatrices CD25 CD44 Foxp3" (77).

Exprimée de facon ubiquitaire, la molécule CD47, une glycoprotéine membranaire
d’environ 50 kDa, demeure relativement méconnue d’un point de vue fonctionnel.
Membre de la superfamille des immunoglobulines, CD47 posséde un domaine
extracellulaire, fortement glycosilé, caractérisé par sa ressemblance a la région
variable des immunoglobulines, un domaine transmembranaire a 5 passages et une
courte extrémité C-terminale de taille variable, entre 3 et 36 acides aminés (76).
Cette extrémité peut, selon un phénomene d’épissage alternatif, étre présente sous 4
isoformes. La forme 2, exprimée principalement par les cellules hématopoiétiques,
est la plus fréquente (78). Outre 1’isoforme exprimé, le mode d’engagement du CD47
(ligands fixes ou solubles), sa localisation a la surface cellulaire et sa conformation

avec ses ligands (cis ou trans) influencent le role du CD47 (76).

Connu, aussi, sous le nom d’IAP (Integrin associated protein), CD47 est
physiquement et fonctionnellement associé¢ a diverses intégrines dont le récepteur de
la vitronectine, o,f3 (79). CD47 possede trois ligands, soit les protéines
transmembranaires régulatrices de signaux SIRP-o et SIRP-y et la TSP-1, une
protéine de la matrice extracellulaire (80, 81). SIRP-a est exprimée par les cellules de
lignées myéloides et neuronales et SIRP-y est exprimée par les cellules
lymphocytaires et NK (82). L’interaction entre CD47 et ces différents ligands
engendre différentes activités anti-inflammatoires. En effet, il a ét¢ démontré que
I’engagement de CD47 par la TSP, chez des cellules humaines purifiées, induit la

suppression de la production d’interleukine 12 (IL-12) par les DCs et les monocytes
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(83). De plus, la réponse des cellules T a I'[L-12 est inhibée ainsi que le
développement des cellules Thl (84). Cette inhibition ne favorise cependant pas le
développement d’une réponse immune de type Th2 (84). A I’inverse, I’absence de
CDA47 sur des splénocytes murins conduit a une production accrue d’IL-12 par les
DCs et d’IFN-y par les cellules T (85). CD47 permet, aussi, 1’activation d’un
phénomeéne de mort cellulaire programmée, de type III, indépendante de I’action des
caspases. Découverts dans notre laboratoire, suite a I’engagement, par la TSP, du
CD47 exprimé sur des cellules B associées aux leucémies lymphocytaires chroniques
(B-CLL), les mécanismes régulant cette mort cellulaire programmeée de type III sont

peu connus (86-88).

D’autre part, CD47 est considérée comme un marqueur du soi tant chez les cellules
immunologiques et non immunologiques. Son interaction avec SIRP-a, exprimée sur
les macrophages et les DCs, induit un signal négatif inhibant I’élimination des
cellules hématopoiétiques fonctionnelles (89, 90). Au niveau pulmonaire, CD47 est
impliquée dans la maintenance de I’homéostasie, dans la maturation des DCs et dans
la production des cytokines pro-inflammatoires (91, 92). L’interaction CD47/SIRP-a
est aussi associée a la migration transépithéliale des neutrophiles. D’ailleurs, on
observe in vivo un retard dans la migration des neutrophiles chez des souris
déficientes en CD47 suite a I’inoculation intrapéritoniale d’Escherichia coli (93).
L’extravasation des neutrophiles dans le cerveau est aussi tributaire de la présence du
CDA47 et suite a I’induction d’une ischémie cérébrale transitoire chez la souris CD47
déficiente, on observe une réduction de la zone d’infarctus (94). De plus, cette

interaction avec SIRP-a inhibe, en conditions inflammatoires, la migration des
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cellules de Langerhans (LCs) de I’épiderme aux ganglions drainant la peau ainsi que
leur activation et, par conséquent, induit une inhibition de la réponse
d’hypersensibilité de contact (95). L’interaction TSP-1 et CD47 est, aussi, associé¢e
en période de stress a la régulation de la pression sanguine périphérique et a une

activité vasopressive afin de maintenir I’hémodynamie corporelle (96).

C’est dans cette optique que nous formulons I’hypothése selon laquelle CD47
participe au maintien et, peut-étre, a 1’établissement de la tolérance. Nous étudierons
plus particuliérement le role du CD47 dans I’induction de tolérance orale a I’aide de
souris déficientes en CD47. De plus, il est probable que cette molécule influence

positivement la migration des DCs périphériques et intestinales.



Matériel et méthodes

Souris

Les souris CD47 déficientes (CD47'/ ") proviennent d’un croisement de 16° a 18°
générations de souris BALB/c offertes généreusement par le Dr Oldenborg
(Departement of Integrative Medical Biology, Section for Histology and Cell
Biology, Umea University, Umed, Sweden). Les souris BALB/c exprimant le TCR
DOI11.10, lequel est spécifique pour les résidus peptidiques 323-339 de 1’ovalbumine
(OVA), proviennent, comme les souris BALB/c CD47"*, des Laboratoires Charles-
Rivers. Les souris BALB/c CD47” DO11.10 proviennent d’un croisement que nous
avons réalisé. Toutes les souris avaient entre 8 et 12 semaines et ont ét¢ maintenues
en absence de pathogeénes spécifiques (SPF conditions). Tous les protocoles ont été
approuves par le conseil canadien de protection des animaux et le centre de recherche

du Centre hospitalier de I’Université de Montréal.

Purification des leucocytes de la rate, des plaques de Peyer et des ganglions
lymphatiques périphériques et mésentériques, et cytométrie en flux

Les différents organes ont été injectés avec 1 ml de libérase a 0,4 mg/L (Roche) et/ou
émincés et mis en présence de libérase a 0,4 mg/L pendant 15 minutes a 37 °C, puis
ils ont été filtrés avec un filtre de nylon de 70 um. Afin d’induire la lyse des globules
rouges de la rate, nous avons utilis¢ du NH4Cl. La caractérisation des cellules par
cytométrie en flux a été faite avec un appareil FACSCalibur (Becton Dickinson) et

analysée avec le logiciel CellQuest. Les anticorps proviennent de chez Becton



18

Dickinson, sauf 1’anti-I-E (14.4.4S3) et I’anti-CD11c (N418) qui ont été purifiés au
laboratoire. L anti KJ1.26, servant a I’identification des cellules T DO11.10 provient

des Laboratoires Caltag.

Sensibilisation active au FITC

L’abdomen des souris a été rasé puis 100 uL d’une solution de FITC (Sigma-
Aldrich) a 1 % ou de la solution controle (1:1 v/v acétone et dibutylphtalate) ont été
appliqués. 24 ou 72 heures apres, les ganglions lymphatiques inguinaux ont été
analysés par cytométrie en flux. Les colorations nécessaires a 1’identification des
cellules B, T et dendritiques ont été réalisées. Lors des expériences utilisant le CD47-
Fc, les souris ont recu 50 pg de la protéine de fusion CD47-Fc ou Ctrl-Fc 1 heure

avant la sensibilisation au FITC.

Transfert adoptif

Nous avons préparé une suspension cellulaire a partir de la rate et des ganglions
lymphatiques périphériques provenant de souris DO11.10 CD47"* ou CD47"". Nous
avons, ensuite, purifié les cellules T CD4" par sélection positive en utilisant des
billes immunomagnétiques (EasySep; StemCell Technologies). La pureté est > 96 %
telle que déterminée par cytométrie en flux. Les cellules CD4" sont par la suite
marquées au CFSE et 3 x 10° de ces derniéres provenant de souris DO11.10 CD47"*

ou CD47"" sont injectées 1.v. a des souris BALB/c ou CD47 déficientes. 24h post-

injection, les souris ont recu par voie intragastrique (i.g.) 100 mg d’OVA (Sigma-
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Aldrich) dans 300 uL de PBS ou 300 uL de PBS. Une aiguille a gavage incurvée de
20 G en métal a bout arrondi a été utilisée. 40 ou 64h post gavage, les MLNs, les

ganglions périphériques et la rate ont été prélevés et analysés par cytométrie en flux.

Hypersensibilité de type retardée a POVA

Les souris BALB/c et CD47 déficientes ont regu par voie i.g. 100 mg d’OVA dans
300 uL d’PBS ou 300 puL d’PBS. 19 jours apres, 300 pg d’OVA dans 200 pL de
CFA (MP Biomedicals)/H,O (1:1) ont été injectés s.c.. 12 jours suivant cette
immunisation, une injection de rappel a été réalisée par voie s.c. au niveau du
coussinet plantaire droit avec 50 ug d’OVA dans 20 uL d’H,O et au niveau du
coussinet gauche avec 20 uL de d’H,O. La réponse d’hypersensibilit¢ de type
retardée OV A-spécifique est déterminée par I’enflure du coussinet plantaire 50
heures post immunisation. L’épaisseur est mesurée a [’aide d’un micrometre

numérique (Mitutoyo).

Immunisation in vivo de souris non manipulées
Réponse humorale in vivo: Le niveau de différentes immunoglobulines OVA
spécifiques ou non, en conditions non inflammatoires ou post-immunisation,

++

provenant de souris CD47 " ou CD47" a été quantifié par ELISA. L’induction de la
réponse immune primaire et secondaire a été réalisée par 1’administration i.p., aux

jours 0 et 35, respectivement, de 50 pug d’OVA dans du CFA ou avec de I’alum

(Pierce). Les Acs IgG1 et I[gG2a OVA spécifiques induits lors de la réponse primaire
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et secondaire ont été quantifiés par ELISA a partir du sérum collecté 35 jours post

immunisation primaire et 8 jours post immunisation secondaire respectivement.

Analyse statistique
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel InStat de GraphPad

Software. Sauf en cas d’avis contraire, les barres d’erreur représentent la déviation

standard (SD).



Résultats

La migration des DCs de la peau est dépendante de I’expression du

CD47

Il a été¢ démontré que les interactions CD47/CD47 et CD47/SIRP-a ont un role au
niveau de la migration des leucocytes (97, 98). Ces interactions pourraient aussi étre
impliquées dans Dactivation et la migration des DCs (CD11c'IE™€") présentes au
niveau de I’épiderme (LCs) et du derme (dDC) (92, 98). Afin de démontrer
I’influence réelle de CD47 dans la migration de celles-ci vers les ganglions drainants
lymphatiques, nous avons déterminé leur proportion et leur nombre dans les
ganglions drainants la peau chez la souris CD47". Nous avons observé une

diminution d’environ 67 % du nombre de CD11¢ TE™e

et leur proportion a diminué
dans une commune mesure (0,3 % a 0,1 %) chez la souris CD47" (figure 1A et B).
Par ailleurs, ’expression de CCR7, une protéine impliquée dans la migration des

DCs, n’est pas influencée significativement par 1’absence de CD47 sur les cellules

CDI11c TE™" (figure 1A).
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Figure 1 : L’effet associé¢ a une déficience en CD47 sur la migration des DCs de la
peau. (A) L’analyse d’une suspension cellulaire provenant des ganglions drainants la
peau en fonction de I’expression de CDl1lc, I-E et CCR7. (B) La proportion de DCs
I-E" dans les ganglions drainants la peau. Les données montrées sont
représentatives de 5 analyses distinctes faites a partir de suspensions cellulaires
provenant de souris différentes. *p < 0,05.

Afin d’évaluer les conséquences de 1’absence de CD47 en condition inflammatoires,
des souris sont sensibilisées par D’application sur 1I’abdomen de fluorescéine
isothiocyanate (FITC). Cette technique est souvent utilisée pour induire une
migration des DCs de la peau vers les ganglions lymphatiques drainants. Tout
d’abord, contrairement a ce qui a été observé chez la souris BALB/c, nous n’avons
pas constaté de recrutement significatif de cellules dans les ganglions drainants
lymphatiques prélevés chez les souris CD47 déficientes sensibilisées au FITC (figure
2A). De méme, I’absence de CD47 interfere avec le recrutement des lymphocytes T
et B (figure 2A). La diminution significative de la proportion relative des DCs
transportant le FITC aux ganglions drainants s’accompagne d’une réduction du
nombre absolu de ces cellules (figure 2B). Le défaut précoce (24h) de migration

observé et le défaut tardif (72h) sont secondaires a la diminution respective du
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recrutement des dDCs et LCs (99). La diminution du nombre de DCs
CDI11c¢'TE'FITC" est plus marquée & 72h qu’aprés 24h (3,1 vs 5,1) (figure 2B). Ces
résultats suggerent que 1’absence de CD47 affecte de maniére prédominante la

migration des LCs.

Dans le but d’évaluer I’importance de I’interaction CD47/SIRP-a dans la migration
des DCs chez les souris BALB/c, des injections intradermiques de CD47-Fc et de
protéines de fusion contrdles ont été faites une heure avant la sensibilisation au FITC.
Le traitement au CD47-Fc a permis une réduction significative du nombre de DCs
CDI11c'IE'FITC" épidermiques (72h) et dermiques (24h) (figure 2C). Ces résultats
sont exprimés selon le ratio DCs CDI1 1¢'TE'FITC/CD11¢'TE (o 1aies afin d’éliminer la
variabilité initialement observée qui était causée par la différence de cellules
contenues dans les ganglions drainants provenant des souris BALB/c CD47"* et
CD47". A I’inverse des résultats obtenus chez la souris BALB/c CD47*, I’injection
au préalable de la protéine de fusion CD47-Fc n’est pas associée a une inhibition de
la migration des DCs a 24 et 72h dans la souris CD47" (figure 2C et données non
montrées). Ces résultats suggerent que CD47-Fc vient probablement briser la liaison

CD47/SIRP-a établie entre les DCs et leur environnement plutét que d’engager

directement le SIRP- a et de délivrer un signal inhibiteur.
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Figure 2 : En conditions inflammatoires, I’interaction entre CD47 et SIRP-a est
nécessaire a la migration des DCs de la peau. (A) Représentation des différentes
populations cellulaires retrouvées dans les ganglions drainants 24h aprés une
sensibilisation au FITC. (B) Nombre total de DCs dans les ganglions drainant (24h)
et le nombre de DCs CMH-I-E" et CMH-I-E" exprimant le FITC. (C) Proportion des
DCs CMH-I-E" FITC" dans les ganglions (72h) suite a I’administration
intradermique de CD47-FC ou CTRL-FC 60 minutes avant la sensibilisation au
FITC. Les données présentées sont représentatives d’un minimum de 5 analyses
distinctes de ganglions provenant de souris différentes. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001.
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L’absence de CD47 influence négativement la prolifération des

cellules T dans les MLNs

Nous avons postulé que les défauts de migration des DCs démontrés au niveau
cutané, qui €taient observés chez la souris déficiente en CD47 a I’homéostasie et en
conditions inflammatoires (sensibilisation au FITC), pouvaient étre également mis en
¢vidence au niveau intestinal. En effet, I’activation d’une réponse immunitaire
protectrice et I’induction de tolérance orale dépendent largement de la migration des
DCs entre la LP et les MLNs (48). Afin de vérifier I’hypothése selon laquelle,
I’absence de CD47 interfére avec le transport des antigénes intestinaux vers les
ganglions drainants et par conséquent avec ’activation des cellules T Ag spécifiques
présentes dans les MLNs, nous avons procédé au transfert adoptif de cellules T
OVA-spécifiques, exprimant le transgéne DO11.10, puis analys¢ leur prolifération
suite & I’administration d’OVA par gavage (i.g.). A 64h aprés le gavage, une
proportion plus importante de cellules T CD47""CD4" OV A-spécifiques non
divisées, indiquant une prolifération cellulaire diminuée, est observée lorsqu’elles
sont transférées dans un hote déficient en CD47 comparé a un hote BALB/c (figure
3A). L’observation d’une absence de prolifération, 40h aprés gavage, dans les hotes
CD47"" et CD47", indique que I’inhibition de la prolifération des lymphocytes T
CD47"" dans un hote CD47" ne résulte pas d’une induction précoce de la division
cellulaire dans ce dernier (données non montrées). De plus, la vitesse de division
cellulaire est comparable dans les deux hotes (données non montrées). Cependant,
lorsqu’on transfére des cellules T CD47" OV A-spécifiques dans un hote déficient en

CDA47, on observe un profil de division similaire a celui obtenu lors du transfert des
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Figure 3 : L’absence de CD47 est associée a une diminution de la prolifération des
cellules T CD4" DO11.10 Ag-spécifiques dans les MLNs suite & I’administration
orale d’Ag. Représentation des cycles de division cellulaire des lymphocytes T
OVA-spécifiques marquées au CFSE retrouvées (A) dans les MLNSs, (B) la rate et les
ganglions périphériques, 64 h aprés ’administration intragastrique d’OVA. Le
transfert adoptif des cellules T CD4" DO11.10 a été fait 24 h avant I’administration
de ’OVA. Les données présentées sont représentatives (A) de 8 ou (B) 2 analyses
distinctes de MLNs provenant de souris différentes. (C) Proportions des cellules Treg
CD4'CD25" exprimant le CD44" dans les MLNs. Le nombre de souris par groupe
est de 3. ***p <0,001.
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cellules CD47"" dans un hote BALB/c CD47"" (figure 3A et données non
montrées). Alors que les cellules CD47" sont immédiatement éliminées dans un hote
CD47"", elles présentent une survie prolongée dans un hote CD477" (données non
montrées, (100)). En outre, certains auteurs prétendent que 1’établissement de la
tolérance orale se fait au niveau de I’ensemble des organes lymphoides (101, 102).
Nos observations démontrent cependant une prolifération cellulaire négligeable au
niveau de la rate et des ganglions périphériques non drainants 64h apres
I’administration i1.g. d’OVA (figure 3B). Ces résultats sont en accord avec
I’hypotheése de Worbs et coll., qui a démontré que la réponse aux antigeénes
intestinaux est initiée dans les MLN. Elle se propage ensuite rapidement dans la rate
et les ganglions périphériques suite a la recirculation des lymphocytes T activés dans
les MLNs (48). Nous n’avons pas observé de différence quant a la proportion de
cellules T régulatrices CD45"CD44™ retrouvée dans les MLNSs des hotes CD47 " et
CD47" (figure 3C). Ces résultats suggerent, sans le démontrer, qu'un défaut de
migration des DCs vers les MLNs pourrait étre responsable de la diminution de

I’activation des cellules T Ags spécifiques.

CD47 n’est pas essentielle a I’induction de la tolérance orale

Afin de vérifier I’influence d’une diminution de 1’activation des lymphocytes T Ags
spécifiques observée dans un hote CD47” sur I’induction d’une tolérance orale, nous
avons utilis¢ un modéle classique de réponse d’hypersensibilité retardée (DTH) a

’OVA. Ce modéle repose essentiellement sur I’activité des cellules T CD4" OVA-



28

spécifiques chez des souris gavées avec de ’OVA et ensuite immunisées s.c avec du
CFA-OVA. Une seconde immunisation a I’OVA s’effectue au niveau du coussinet
plantaire selon le protocole d’immunisation établie (figure 4A). L’administration 1.g.
de 100 mg d’OVA permet d’inhiber de maniére importante la réponse
d’hypersensibilité¢ dans les deux groupes de souris. Des diminutions significatives
moyennes de 71 % et 64 % ont été observées en présence et en absence de CD47
respectivement (figure 4B). Nous avons démontré que 1’absence de CD47 n’induit

pas de bris de tolérance orale.
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Figure 4 : La présence de CD47 n’est pas essentielle a I’induction de la tolérance
orale. Les souris ont regu 100 mg d’OVA dilués dans du PBS ou uniquement du
PBS. 19 jours plus tard, les souris ont ét¢ immunisées via I’injection s.c. d’OVA dans
une émulsion de CFA/H,O0, puis elles ont été restimulées au jour 31 (voir matériel et
méthodes). L’induction de la tolérance orale a été analysée par la mesure de la
réaction d’hypersensibilité de type retardée 50 h apres le rappel. (A) Représentation
schématique du protocole expérimental. (B) Mesure de la réaction d’hypersensibilité.
Le nombre de souris par groupe varie entre 4 et 7.
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CD47 influence la présence de certaines sous populations de DCs

retrouvées dans les MLNs

Les DCs sont la pierre angulaire de 1’activation des cellules T naives et de leur
prolifération en réponse aux Ags (103). Elles sont aussi essentielles a 1’¢laboration de
la tolérance orale (39). Etant donné que le CD47 est impliqué positivement dans la
migration des DCs de la peau vers les ganglions lymphatiques drainant et influence
la prolifération des cellules T OVA-spécifiques dans les MLNs en réponse a ’Ag
administré par voie orale, la caractérisation des populations de DCs intestinales

s’avere pertinente chez 1’hote BALB/c déficient ou non en CD47.

Suite a la purification des MLNs, nous avons procédé a différents marquages
(CDl1c, CD8a, CD11b) afin d’identifier les sous-populations de DCs. Globalement,
il n’y pas de différence significative entre le nombre total de DCs dans les MLNs de
souris CD47"" (1,99 x 10° + 1,47 x 10%) et ceux de souris CD47”" (1,08 x 10° + 0,27
x 10°) (figure 5A). Nous avons, aussi, constaté que la proportion de la population de
DCs exprimant le CD8 demeure inchangée dans les deux groupes de souris (figure
5B). A l’inverse, on note une diminution significative de la proportion des DCs
exprimant le CD11b (CD47"" 27,1% + 3,5 vs CD47" 19,5% =+ 4,2) (figure 5B).
Cette diminution se traduit par une hausse significative de la proportion des DNs
(CD47+/+ 49,8% + 4,8 vs CD47" 60,3 % =+ 4.8) (figure 5B). On observe, aussi, une
augmentation significative de la proportion pDCs mésentériques CD11¢'B220" en

absence de CD47 (34,5 % + 9,1 vs 45,6 % £ 9,2) (figure 5D).
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Figure 5 : L’effet associ¢ a une déficience en CD47 sur les différentes populations
de DCs présentes dans les MLNs. (A) Nombre total de DCs CD11c". (B) Proportion
des cellules DCs CD11¢" en fonction de I’expression du CD8 et CD11b. Les DN sont
les cellules DCs CD11¢'CD8CDI11b’, alors que les DCs CD8+ et les CD11b+
correspondent aux DCs lymphoides (CD8'CD11b") et myéloides (CD8 CDI11b")
respectivement. (C) Proportion des sous-populations de DCs my¢loide, CD103" ou
CD103", et (D) de DCs CD11c¢c" B220" par rapport au nombre total de DCs CD11¢"
dans les MLNs. Le nombre de souris par groupe varie entre 7 et 15. *p < 0,05, ***p

<0,001.
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Parmi les CD11b", on retrouve en proportion comparable dans les 2 hotes de DCs
CD11b"'CD103" provenant de la LP et caractérisées par leur forte capacité d’induire
des cellules Treg (63). Ces résultats sont en accord avec le pourcentage égal de

+/+

cellules Treg dans les MLNs provenant d’hdtes CD47 " et CD477". Cependant, on
observe une diminution significative de plus de 50 % des DCs CDI11b'CD103"

(figure 5C).

Nous avons démontré, qu’en conditions non inflammatoires, I’absence de CD47
induit dans les MLNs une diminution de la proportion de DCs CD11b" et, parmi
celles-ci, plus particuliérement les DCs CD11b"CD103". De plus, une augmentation
des DNs, comprenant les pDCs, est notée. Alors que nous avons montré une
diminution de la prolifération des lymphocytes T Ag spécifiques, nous n’avons, par

contre, pas observé de bris de tolérance orale.

L’absence de CD47 induit un biais de type Thl au niveau de la

production Acs

Dans le laboratoire, nous avons aussi rapporté une diminution des DCs CD4 ' CD11b"
dans la rate (104). Des études antérieures suggerent que les DCs dites myéloides
(CD4'CD11b") seraient impliquées dans 1’induction d’une réponse de type Th2, alors
que les DCs lymphoides (CD8") favorisent le développement d’une réponse Thl.
C’est dans ce contexte que nous avons évalué la réponse immunitaire humorale chez

les souris déficientes en CD47. Tout d’abord, 1’observation des niveaux d’Acs
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Figure 6 : Présence d’un biais humoral de type Thl chez la souris CD47™"". (A) La
souris CD47-/- présente une hausse du niveau d’anticorps IgG2a et IgG2b a 1’état de
base. Le dosage, par ELISA, des différents isotypes d’Igs a été réalis¢ a partir du
sérum de souris femelles agées entre 6 et 9 semaines. Des données similaires ont
aussi été obtenues chez les males (données non montrées). La hausse du niveau
d’IgG2a est maintenue aprés immunisation. Des souris femelles ont été immunisées
i.p avec 50 pg d’OVA dans du CFA ou de I’alum. 35 jours plus tard, une seconde
immunisation i.p. avec 50 ug d’OVA dans de I’alum ou de I'IFA, si la premiére
immunisation avait été faite avec du CFA, a été réalisée. Le niveau d’Acs OVA-
spécifiques présent dans le sérum des souris a été quantifi¢ par ELISA (B) 35 jours
apres la premieére immunisation et (C) 7 jours apres la dose de rappel. **p < 0,01,
**%p <0,001.
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sériques en condition non inflammatoires nous a révélé une augmentation des

isotypes IgG2a et IgG2b; 2 isotypes associés a une réponse de type Thl (figure 6A).

Cependant, les niveaux d’IgGl et IgG3, Igs associées a un phénotype Th2, mesurés
ne différent pas significativement (figure 6A). D’autre part, aucune différence n’a été
observée quant a la production IgA sériques présente a 1’état de base (figure 6A). Le
biais Thl du profil d’Igs sériques observé a I’état de base est maintenu apres
immunisation primaire et secondaire (figure 6B et C). En outre, une hausse d’environ
10 fois supérieure au niveau d’Acs IgG2a OVA spécifiques est observée chez les

+/+
" lors de

souris CD47”" par rapport au niveau obtenu chez le modéle CD47
I’immunisation par voie i.p. ’OVA dans du CFA (figure 6B). Par ailleurs, ce profil
d’Ig Thl est maintenu suite a ’administration d’OVA dans de 1’alum, un adjuvant
Th2 (figure 6B). Par contre, des niveaux similaires d’Acs IgG1 Ag spécifiques sont
observés 35 jours post immunisation d’une premicre dose d’OVA combinée avec du
CFA ou de l’alum (figure 6B). In vivo, 'immunisation primaire d’un Ag soluble
entraine, en absence de CD47, un important biais de la réponse humorale de type

Thl, accompagnée d’un retard de la production des Acs de type Th2 (figure 6B et

données non montrées).

L’immunisation secondaire d’OVA dans de I’IFA provoque une augmentation du
niveau d’IgG2a OVA spécifiques et une diminution significative du niveau IgG1 Ag
spécifiques par rapport aux niveaux mesurés en présence de CD47. Ainsi,
’utilisation du CFA suivi de 'IFA comme adjuvant favorise 1’établissement d’une
réponse de type Thl et inhibe celle de type Th2 (figure 6C). En outre, I'utilisation de

I’alum comme adjuvant permet aussi de favoriser 1’établissement d’une réponse
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humorale Thl suite a ’immunisation secondaire d’un Ag soluble. Or, la production
d’IgG1 n’est pas affectée lorsqu’on compare les profils d’Acs Ag spécifiques des
souris BALB/c CD47™" & celles CD47"* (figure 6C). L’absence de CD47 favorise le
développement d’une réponse humorale Thl en conditions non inflammatoires et,
aussi, apreés I’immunisation, avec un Ag soluble, de souris BALB/c reconnues pour

leurprofil immunologique Th2.



Discussion

Nous avons démontré que la molécule CD47 influence positivement la migration des
DCs CDI11b", dites my¢loides, et, par conséquent, cette derniére favorise leur
accumulation dans les ganglions drainants la peau. De plus, nos résultats obtenus
dans un modele de transfert adoptif de lymphocytes T suivi d’une immunisation orale
suggerent, de maniere indirecte, un défaut de migration des DCs de la muqueuse
intestinale vers les MLNs. Par contre, le CD47 n’est pas essentiel pour 1’induction de
la tolérance orale. L’utilisation d’un mod¢le de sensibilisation cutanée au FITC a
permis de démontrer qu’en conditions inflammatoires, I’absence de CD47 est
associée a une diminution de la migration des DCs cutanées. Ce défaut de migration
est aussi observé a 1’état de base. Par ailleurs, une analyse approfondie effectuée par
Van et coll. a démontré que I’expression de CD47 sur les DCs est essentielle au
passage de ces cellules au travers des veinules endothéliales et des sinusoides
vasculaires permettant leur accumulation dans la rate et les organes lymphoides
secondaires (104). L’absence de CD47 entraine une diminution marquée de DCs
myéloides CD4 'CD11b" dans la zone marginale de la rate de la souris déficiente en
CDA47 et une diminution de la proportion des DCs my¢éloides dans les MLNs (104).
Dans les ganglions drainants I’intestin, cette diminution affecte particulierement la
sous population de DCs CD103" sans modifier les propriétés migratoire de la sous-
population de DCs myéloides CD103". La migration des DCs CD103" de la LP vers
les MLNs via les vaisseaux lymphatiques est dépendante de 1’expression du CCR7
(64, 105). L’absence de CD47 n’a pas d’influence sur I’expression du CCR7 et nous

proposons que le passage transendothélial des DCs CD103" requicre d’autres
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molécules que le CCR7. Jaensson et coll. ont démontré que ces derniéres expriment
le CD62L et arrivent préférentiellement aux MLNSs par la voie hématogene (105). Par
ailleurs, il est reconnu que la migration des DCs CD11b" vers le dome sous-épithélial
des PPs se fait via MIP-3a et que CCR6 est essentiel a leur présence dans les PPs
(55, 106). 11 serait des lors opportun de caractériser de manic¢re approfondie le
phénotype des sous-populations de DCs dans la muqueuse intestinale des souris
CD47". Le CD47 apparait donc comme une molécule importante permettant aux
DCs my¢éloides empruntant la voie hématogeéne d’atteindre les organes lymphoides

secondaires périphériques et les MLNs (104).

Nous avons observé une hausse de la proportion des pDCs, soit la principale
composante de la population de DNs dans les MLNs, concomitante a la diminution
des DCs CDI11b+ dans les MLNs de la souris déficiente en CD47 (107, 108).
Récemment, Goubier et coll. ont démontré, suite a la déplétion systémique des pDCs
chez des souris C57BL/6, que ces cellules sont responsables de la tolérance
systémique lors d’une réponse DTH induite par un Ag oral (108). Cette tolérance est
élaborée par les cellules T CD4" et CD8". Par ailleurs, le transfert des pDCs
tolérogéniques permet I’inhibition de la réponse DTH suite a 1I’immunisation a
I’OVA de souris jamais exposées a cet Ag (108). Ces auteurs avancent I’hypothese
que la tolérance induite par les pDCs repose davantage sur 1’induction de cellules
anergiques et sur la déplétion clonale. Ils estiment que ces mécanismes d’action,
indépendants de 1’action des cellules Treg, inhibent entre 70 a 80 % des cellules T
Ag spécifiques (108). Le potentiel cytotoxique de cette population particuliere de

DCs via la production d’indoléamine (IDO), une enzyme intracellulaire essentielle a
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la dégradation du tryptophane, et du TNF-a est connu depuis peu (109-111). Certains
auteurs évoquent la ressemblance physiologique entre les pDCs et les DCs
immatures, puisqu’ils expriment tous deux peu de molécules de costimulation, afin

d’expliquer les mécanismes d’action observés (107-110, 112, 113).

Par ailleurs, un nombre grandissant d’observations semblent remettre a doute le
dogme selon lequel 1’établissement de la tolérance orale se produit exclusivement a
I’échelle du systéme digestif et en particulier dans les MLNs. En effet, la
transplantation du foie provenant d’une souris BALB/c donneuse dans les 24h
suivant I’administration i.g. d’une forte dose d’OVA, comparable a la dose utilisée
lors de nos expérimentations, permet le transfert de la tolérance induite par
I’administration de 1’Ag et, aussi, d’inhiber I’établissement d’une réponse DTH
(114). En plus de retrouver une forte proportion de pDCs tolérogéniques au niveau
hépatique, cet organe est un endroit ou les pDCs peuvent induire ’anergie et la
déplétion des cellules T Ag spécifiques rapidement apres I’administration orale d’un
Ag (108). Cette sous-population de DCs représente prés du tiers des cellules CD11c”
présentes dans le foie. Cependant, la transplantation d’un foie provenant d’une souris
ayant regu une faible dose d’OVA ne permet pas le transfert de la tolérance (114).
D’autre part, le foie n’est pas nécessaire au maintien de celle-ci (114). Ces
observations confirment celles rapportées par Friedman et coll. spécifiant que la dose
d’Ag administrée oralement influe sur le mécanisme d’induction de la tolérance a cet
Ag (115). L’importance du foie dans I’induction de la tolérance orale ne remet
cependant pas le role essentiel des MLNs dans ce phénomene. Pour Goubier et coll.,

le foie et les MLNSs jouent des roles complémentaires nécessaires a I’établissement



38

d’un phénomene de tolérance orale efficace (108). Le foie, de par la physiologie du
systéme circulatoire, est exposé a une large quantité d’Ags oraux solubles et permet
la déplétion des cellules T Ag spécifiques suite a 1’administration de fortes doses
d’Ags (108). Exposés aux Ags oraux présentés par les DCs myéloides CD103"
provenant de la LP, les MLNSs favorisent ’activation et la différentiation des cellules
T régularises (54, 71, 105). Ce phénomene est principalement observé suite a
I’administration de faibles doses d’Ags (114, 115). Les Treg dans les MLNs ne
semblent pas jouer un rdle déterminant dans notre modele expérimental puisqu’il
repose sur I’induction d’une tolérance orale en réponse a I’OVA administrée a fortes

doses par voie orale.

De plus, les DCs CD103", impliquées dans la conversion des cellules T naives en
cellules Treg Foxp3™, sont retrouvées en proportions égales dans les MLNs des deux
groupes de souris. Il n’est donc pas surprenant que nous n’observions pas de
variation dans la fréquence des Treg présentes dans les MLNs. Cependant,
Huibregtse et coll. rapportent, que lors de I’administration i.g. ou intra-intestinale
d’OVA, I’induction de la tolérance orale est dépendante de 1’action des cellules Treg
CD4'CD25" suite a la production de TGF-B (116). Leur modéle expérimental repose
sur ’administration intra-intestinale d’une faible dose de Lactococcus lactis sécrétant

de ’OVA (116).

L’IL-10 est importante au fonctionnement des cellules Treg CD4 'CD25" et Trl. Les
DCs my¢éloides sont, au niveau du systeéme digestif, une importante source d’IL-10.
Cependant, nous avons constaté que la diminution observée des DCs myéloides n’est

pas associée a un dysfonctionnement des cellules Treg intestinales. Par contre, il



39

n’existe pas, a ce jour, de marqueur pour identifier les Trl. La baisse d’IL-10
appréhendée pourrait étre contrebalancée de diverses fagons. En effet, les cellules
épithéliales de I’intestin représentent une source additionnelle d’IL-10 nécessaire a
I’induction des Trl (117). De plus, les cellules Tr1 peuvent elles-mémes produire de
I’IL-10 (69). Le role dans la tolérance orale in vivo des cellules Trl reste encore
méconnu, mais leur absence favorise le développement de colite chez la souris et, in
vitro, elles peuvent supprimer la prolifération de cellules T CD4" Ag spécifiques

(69).

D’autre part, nos résultats démontrent que la suppression de la molécule CD47 dans
des souris BALB/c, a laquelle on attribue généralement un phénotype Th2, est
suffisante pour promouvoir un biais de type Thl, tant au niveau de la réponse
humorale que cellulaire, a I’homéostasie et suite a plusieurs immunisations avec un
Ag soluble. En effet, au cours d’investigations complémentaires, Bouguermouh et
coll. ont démontré que CD47 est une molécule d’autorégulation négative de la
réponse immune Thl et que le profil Thl que nous avons observé chez la souris
CD47" n’est pas di a un défaut intrinseque des cellules B. (85). La différenciation
des cellules T en cellules effectrices Thl ou Th2 dépend de nombreux facteurs tels
que les molécules de costimulations impliquées, la nature des CPAs, la présence de
certaines cytokines extracellulaires ainsi que le mode de présentation des Ags (118-
120). Nous avons aussi montré une hausse significative des pDCs dans les MLNs en
absence du CD47 a I’état de base. Etant une source importante d’IFN-q, ces cellules
favorisent I’induction d’une réponse immune de type Thl (65, 112, 121). Cependant,

les pDCs peuvent aussi induire dans certaines circonstances des cellules Th2, ce qui
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peut expliquer leur capacit¢ a inhiber une réponse de type d’hypersensibilité de
contact (67, 108, 122). Cette plasticit¢ des pDCs est fortement influencée par le
microenvironnement (66, 123). D¢s lors, une augmentation de pDCs dans les organes
lymphoides intestinaux pourrait expliquer 1’absence de bris de tolérance, malgré la
présence d’un biais Thl, lors de I’induction d’une réponse DTH suite a
I’administration i.g. d’OVA. Cependant, Marscarell et coll. ont démontré que les
DCs my¢éloides et plasmacytoides isolées des muqueuses buccales de souris BALB/c
favorisent naturellement 1’état de tolérance via I’induction d’une réponse Thl et de

cellules Treg (124).

Bouguermouh et coll. rapportent que 1’absence de CD47 peut, par ailleurs, causer un
biais Thl secondaire a de multiples mécanismes (85). En effet, 1’interaction
CD47/TSP est une voie de régulation négative de la production autocrine d’IL-12 par
les DCs humaines (125). Il a aussi €ét¢ montré, par notre laboratoire, que les DCs
dérivées de la moelle osseuse de souris CD47" produisaient plus d’IL12p70 que
celles provenant de souris CD47"* (85). De plus, I’interaction de CD47 avec les DCs
et les cellules T via SIRP-a et SIRP-y respectivement, régule négativement la
réponse de ces dernieres a I’[L-12 (82, 92). L’absence de CD47 est aussi associée a
une augmentation de la production d’IFN-y qui pourrait étre secondaire a une
augmentation de la proportion de cellules NK observée chez la souris BALB/c

déficiente pour cette molécule (85).

En outre, la greffe de cellules spléniques provenant de souris tolérisées ne permet pas
le transfert de la tolérance orale (114). Cette observation est en accord avec le peu de

prolifération des cellules T OVA spécifiques marquées au CFSE observée au niveau
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de la rate et des ganglions périphériques. En effet, contrairement aux MLNs et au
foie, ces organes ne sont pas directement liés a 1’élaboration et au maintien de la
tolérance orale (48, 108). D’autre part, les DCs myéloides CD103" semblent
importantes aux transports des Ags intestinaux jusqu’aux MLNs (105). Tel que
rapporté précédemment, 1’absence de CD47 influe négativement sur la migration des
cellules DCs my¢loides périphériques et intestinales (104). La diminution de la
proportion des DCs CD11¢'CD11b" peut ainsi expliquer la diminution du nombre de
cellules T transgéniques activées dans les MLNs. Cependant, la liaison de CD47 avec
certains Acs meéne a 1’activation des cellules T exprimant cette molécule (126, 127).
Plus récemment, Seiffert et coll. ont démontré que la liaison du CD47 sur les cellules
T avec des DCs exprimant SIRP-a est essentielle a la stimulation des cellules T Ag
spécifiques (128). De plus, I’interaction entre SIRP-y, exprimé essentiellement sur
les cellules T et NK, et CD47, exprimée sur des CPAs, favorise le rapprochement
DCs-cellules T et la prolifération et I’expression de molécules de costimulation par
ces dernicres (129). Piccio et coll. rapportent, aussi, que 1’utilisation d’Acs anti-
CDA47 inhibe fortement la prolifération des cellules T, mais aussi la sécrétion d’IFN-y
par les DCs (129). CD47 n’est pas toujours associée a une hausse de la prolifération
des cellules T. Sous certaines conditions, il a ét¢ démontré que 1’activation de CD47
implique I’activation d’une mort rapide des cellules T de maniere indépendante aux
voies classiques du TNF et de Fas. Cette mort cellulaire induite par CD47 permet
probablement de contrdler I’activation des cellules T (130). Par ailleurs, la liaison
CDA47-TSP permet aussi I’induction d’une mort cellulaire caspase indépendante chez

les cellules B provenant de lignées leucémiques(88). L’interaction CD47-TSP permet
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aussi de réduire le niveau et la durée de I’inflammation induite par 1’administration
d’oxazolone. En effet, suite a I’administration de cette substance chez des souris
déficientes en CD47, on observe une prolongation de I’inflammation. Cette dernicre
est secondaire a une diminution locale des niveaux d’apoptose des cellules T (131).
Ce phénomeéne est aussi observé chez des souris déficientes en TSP-1 ou TSP-2
(131). Bouguermouh et coll. montrent ¢également une augmentation de

I’hypersensibilité de contact en réponse au DNFB chez la souris CD477" (85).

Globalement, nous avons démontré que le CD47 ne semble pas participer de maniere
significative a I’induction et au maintien de la tolérance orale induite par
I’administration de grande quantité d’antigéne. Cependant, nos travaux ont permis
d’identifier, au niveau de la muqueuse intestinale, la sous-population de DCs
myéloides, i.e. CD11b"CD103", dont la migration vers les MLNs serait controlée par
le CD47 en conditions non-inflammatoires. Il ne semble donc pas que cette sous-
population de DCs soit impliquée dans 1’induction de la tolérance orale, bien que les
DCs CD103" soient capables d’activer les lymphocytes T dans les MLNSs. De plus, en
absence d’une ¢tude approfondie des populations de DCs de la muqueuse intestinale,
nous ne pouvons pas expliquer les mécanismes qui gouvernent la réduction de
I’accumulation des DCs CD11b'CD103" dans les MLNs des souris déficientes en
CDA47 et ni confirmer ou infirmer un défaut de migration tel qu’observé de la peau
vers les ganglions drainants. Finalement, 1’absence de CD47 induit un biais de la
réponse de type Thl a ’homéostasie, qui est maintenu apres immunisation. Le CD47
est impliqué dans I’activation des cellules T Ags spécifiques et favorise une hausse

de la proportion des pDCs au niveau des MLNs. Deux hypotheses permettent de
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mieux comprendre cette implication du CD47. 1) L’absence de CD47 est associée a
une diminution des DCs CD11b" dans la LP. Or ces derniéres seraient responsables
du transport des Ags délivés par voie i.g. jusqu’au MLNs et de leur présentation. 2)
A I’opposé, le transport de 1’ Ag jusqu’au MLNs se fait par les DCs CD11b'CD103",
mais ces derniéres ne seraient pas responsables de la présentation de celui-ci. Il y
aurait transfert de 1’Ag, dans les MLNs, entre les DCs CD103" et les DCs
CD11b'CD103", qui vont présenter I’Ag. Cependant, ’absence de CD47 serait
associ¢e a une diminution de ces dernieres dans le sang et par conséquent dans les
MLNs. Néanmoins, le role de CD47 dans le maintien de 1’homéostasie intestinale
reste a étre démontré, mais nos résultats n’excluent pas son réle dans I’induction de
pathologies inflammatoires de I’intestin. Effectivement, les souris CD47" sont
protégées de la colite chimique induite par I’injection de TNBS (données non
publiées). Les perspectives médicales associées a une meilleure compréhension de
I’influence de CD47 au niveau de I’intestin demeurent prometteuses en ce qui
concerne diverses maladies intestinales telles que la maladie céliaque et les maladies

inflammatoires de 1’intestin.
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