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Notre systéme immunitaire est un systeme de défense contre les différents
pathogenes présents dans notre environnement, comme les virus, les bactéries, les
champignons ou encore les parasites. La réponse immunitaire s’organise en deux
temps, mettant en jeu l'immunité innée, immédiate et non-spécifique, puis I'immunité
adaptative, plus tardive et spécifique. L'immunité innée fait intervenir plusieurs types
cellulaires : les mastocytes, les granulocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les
cellules épithéliales. Ces cellules expriment a leur surface des récepteurs du non soi appelés
« Pattern Recognition Receptors » (PRR), comme les « Toll-like Receptors » (TLR) (Minnicozzi
et al.,, 2011). Ces récepteurs reconnaissent spécifiguement des motifs conservés appelés
« Pathogen-Associated Molecular Patterns » (PAMP), portés par les pathogenes, ou des
signaux de danger appelés « Danger-Associated Molecular Patterns » (DAMP), libérés par les
cellules lors des réponses immunitaires. Suite a la reconnaissance d’un pathogeéne par le
systeme immunitaire inné, I'immunité adaptative se met en place. Elle permet d’amplifier la
réponse immunitaire afin de lutter contre I'agent pathogene et d’établir une protection a
long-terme contre cet agent pathogéne. La réponse immunitaire adaptative fait intervenir
les lymphocytes T, initiateurs d’une réponse immunitaire cellulaire, et les lymphocytes B,

responsables de la production d’anticorps spécifiques contre I'agent pathogéne.

Il arrive parfois que notre systeme immunitaire reconnaisse certains antigenes
inoffensifs de notre environnement, présents dans le pollen, les poussiéres, la nourriture ou
des substances toxiques, entrainant une réaction allergique (Figure 1). Lors d’une premiére
rencontre avec un allergene, pendant la phase dite de « sensibilisation », les cellules
dendritiques prennent en charge l'allergéne pour le présenter aux lymphocytes T « helper »
naifs (ThO) au niveau des ganglions lymphatiques qui drainent le lieu de pénétration de
I'antigéne (Cookson, 2004). Cette interaction induit alors la différentiation des lymphocytes
ThO en lymphocytes de type Th2, sécréteurs d’interleukine (IL) 4. Ces lymphocytes Th2 vont
ensuite migrer jusqu’aux lymphocytes B ou ils vont aider a la commutation de classe des
immunoglobulines (Ig) sous I'influence de I'lL-4. Les lymphocytes B produisent alors des IgE
spécifiques qui se fixent a un récepteur de haute affinité, le FceRI, exprimé a la surface des
mastocytes, des cellules dendritiques de la peau - les cellules de Langerhans - ainsi qu’a la
surface des basophiles. Lors d’une rencontre ultérieure avec le méme allergene, les IgE

portées par les mastocytes fixent cet allergéne et, pour peu qu’il soit di- voire polyvalent, ce
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méme allergeéne va s’interconnecter avec au moins deux récepteurs FceRl. Ce pontage des
IgE par l'allergéne va induire I'exocytose des granules contenus dans les mastocytes. Ces
granules contiennent des substances chimiques comme [’histamine qui, une fois libérées,
déclenchent la réaction allergique. Selon sa « localisation », la réaction allergique va se
traduire cliniquement par une rhinite allergique (quand les mastocytes activés se situent
dans la muqueuse nasale) ou par de I'asthme (quand les mastocytes activés se situent dans

la muqueuse des voies aériennes profondes).
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Figure 1 : Les mécanismes de I'allergie

Les allergénes sont pris en charge par les cellules dendritiques. Dans les voies de
I’endocytose, les allergénes sont dégradés en peptides qui s’associent aux molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMHII). Aprés avoir gagné la surface
cellulaire, les molécules du CMHII interagissent avec les récepteurs des cellules T (TCR)
présents sur les précurseurs des cellules T « helper » (Th). Ces derniers se différencient en
lymphocytes Th2 sous l'influence de cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5 et IL-10) et proliferent,
alors que leur différentiation en lymphocytes de type Th1l est inhibée. Les lymphocytes Th2
participent, via la sécrétion d’IL-4, a I'activation des lymphocytes B qui produisent alors des
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IgE spécifiques de I'allergéne. Ces IgE se fixent au niveau du récepteur de haute affinité FceRlI
portés par les mastocytes. lls vont reconnaitre spécifiquement I'allergéne lors d’une seconde
exposition et cette reconnaissance va entrainer la dégranulation des mastocytes menant a la
libération de médiateurs pro-inflammatoires.

Les maladies allergiques ont atteint des proportions importantes a travers le monde,
aussi bien dans les pays développés que dans les pays en voie de développement (Holgate,
1999). Bien que les individus allergiques aient une prédisposition génétique a réagir aux
allergénes qu’ils rencontrent dans leur environnement (von Mutius, 2000), plusieurs
hypothéses ont été avancées pour expliquer ce phénomeéne, comme les changements de
mode de vie, une plus forte exposition a des pollutions environnementales ou encore
I’hypothése d’une hygiéne « trop poussée » (Umetsu et al., 2002) (Platts-Mills, 2015). Cette
hypothése propose qu’une exposition accrue a des allergénes sensibilisants et, la diminution
des infections durant la petite enfance, participeraient a cette augmentation des maladies
allergiques. En effet, dans les pathologies allergiques telle que I'asthme, la réponse
immunitaire est polarisée vers une réponse de type Th2, alors que qu’elle est polarisée vers
une réponse de type Thl lors d’infections virales et bactériennes. La diminution des
infections durant la petite enfance entraine ainsi un déséquilibre de la balance Th1/Th2 en
faveur de la voie Th2, créant un environnement favorable au développement des allergies.
Cependant, afin d’expliquer comment les infections durant la petite enfance peuvent induire
une sensibilisation accrue a des antigénes inoffensifs de notre environnement, il faut tout
d’abord comprendre comment la réponse allergique est initiée au niveau des voies

respiratoires.

L’asthme est un probleme de santé publique majeur. Actuellement, 7 a 10% de la
population mondiale souffre d’asthme et la prévalence de cette pathologie ne cesse
d’augmenter a travers le monde, notamment dans les pays en voies de développement (Kim
et al., 2013). Environ 300 millions de personnes sont atteintes d’asthme a travers le monde
et environ 250000 personnes en meurent chaque année (Masoli et al., 2004) (Bousquet et
al., 2007). Cette maladie, particulierement courante dans les pays industrialisés, est devenue

une des pathologies chroniques les plus fréquentes chez les enfants (Pearce et al., 2007). Le
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colt de I'asthme en Europe est estimé a 19 milliards d’euros par an (comprenant le co(t des
traitements, les mesures d’accompagnement et les colts indirects liés au temps perdu a
cause de la maladie) dont environ 9,8 milliards d’euros pour les seuls jours non-travaillés

(Dominguez-Ortega et al., 2015).

L’équipe du Dr Tatiana Michel du laboratoire d’'Immunogénétique et d’Allergologie
s'intéresse a linfluence de facteurs neurotrophiques dans I'asthme, notamment la
Neurturine (NTN), pour laquelle on dispose d’un modéle d’asthme allergique, basé sur
I'utilisation comparative de souris C57BL/6 et NTN knock-out (NTN7"). La NTN est un facteur
neurotrophique appartenant a la famille du « Glial cell line-derived Neurotrophic Factor »
(GDNF) et est impliquée dans le développement et le maintien du systeme nerveux. Elle agit
via un récepteur spécifique, le « GDNF Family Receptor o 2 » (GFRO2) et son co-récepteur, la
tyrosine kinase RET. Il a été récemment montré que les souris NTN7, sensibilisées et
stimulées avec I'allergéne ovalbumine (OVA), développent les principales caractéristiques de
I'asthme de facon significativement plus importante que ne le font les souris sauvages
(Michel et al., 2011). A partir de ces observations, nous nous sommes intéressés aux
mécanismes cellulaires et humoraux qui entrainent cette hyperréactivité des voies
respiratoires chez les souris NTN7/". Cette introduction vous présentera les principaux
mécanismes impliqués dans la pathologie de I'asthme, le r6éle des facteurs neurotrophiques
et leur influence dans cette pathologie ainsi que les interactions entre le systéeme nerveux et

le systéme immunitaire au cours de I'inflammation des voies respiratoires.
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l. Les cellules et les différents mécanismes impliqués dans I'asthme

L’asthme est une maladie inflammatoire chronique caractérisée par des symptomes tels que
la bronchoconstriction, une production accrue de mucus, l'inflammation et I’"hyperréactivité
des voies respiratoires. L’asthme peut étre initié par différents déclencheurs comme les
allergénes, mais aussi les infections virales (rhume, grippe) ou bactériennes, ou les pollutions
environnementales (fumée de cigarette, ozone) (Peden and Reed, 2010).

Les mécanismes biologiques sous-jacents font intervenir différents acteurs du systéme
immunitaire : les cellules immunitaires (mastocytes, éosinophiles, neutrophiles, cellules
dendritiques et lymphocytes T), les cellules structurales (cellules épithéliales et cellules
musculaires lisses) ainsi que des médiateurs inflammatoires solubles (cytokines,
chémokines). Ces médiateurs solubles, responsables de l'initiation de la réponse Th2, sont
produits par les cellules épithéliales et les cellules dendritiques sous I'influence d’un signal

d’activation (PAMP) portés par les allergenes inhalés.

A. Les cellules impliquées dans I'asthme

1. Les cellules épithéliales

Les cellules épithéliales jouent un réle crucial dans la régulation de la réponse inflammatoire
au niveau des voies respiratoires. Etant directement en contact avec les pathogenes, les
allergénes ou certains polluants, elles forment une barriére physique constituant la premiére

ligne de défense du systeme immunitaire inné (Figure 2).

- Etablissement d’une barriére physique

Les cellules épithéliales sont reliées entre elles par des jonctions intercellulaires de différents
types : les jonctions serrées, les desmosomes et les jonctions communicantes. Les jonctions
serrées sont situées du coté apical des cellules et maintiennent la polarité structurale et
fonctionnelle des cellules. Elles assurent également I'étanchéité entre les deux
compartiments que les cellules épithéliales séparent tout en ayant une fonction de
perméabilité sélective (Schneeberger and Lynch, 1984). Les jonctions serrées sont

principalement constituées de protéines membranaires (claudines, occludines, molécules
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d’adhérence cellulaire — comme I'E-cadhérine), de protéines cytoplasmiques (protéines ZO,
B-Caténine) et de protéines régulatrices (D'Atri and Citi, 2002). Chez les patients
asthmatiques, il a été montré que la fonction de barriere physique de I'épithélium au niveau
des voies respiratoires est altérée, suite a la formation incompléete des jonctions serrées,
facilitant ainsi le passage des allergénes inhalés (Xiao et al., 2011). En paralléle, il a été
montré que certains allergénes (extrait d’acariens, cafards, animaux et champignons),
possédant une activité protéolytique, sont capables d’altérer les jonctions serrées afin de

passer la barriere épithéliale (Jacquet, 2011).
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Figure 2 : Activation des cellules épithéliales en interaction avec les cellules dendritiques
sous-jacentes suite a I'exposition a un allergene.

Les cellules épithéliales forment une barriere physique grace a des jonctions intercellulaires
composées de protéines membranaires (claudines, E-cadhérine), cytoplasmiques (ZO-1,
-Caténine) et régulatrices. Les cellules dendritiques laissent passer leurs dendrites entre les
cellules épithéliales afin d’accéder directement a l'air inhalé chargé de pathogénes. Lors
d’une activation par un allergene, les cellules épithéliales sécretent de nombreux médiateurs
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solubles responsables de la maturation et de I'activation des cellules dendritiques ainsi que
du recrutement des cellules du systéeme immunitaire inné de type Th2.

- Production de médiateurs solubles en réponse a un allergene

Suite a la reconnaissance d’un allergene via les PRR, les cellules épithéliales sont capables de
produire une grande variété de cytokines, chémokines et facteurs de croissance permettant
le recrutement et I'activation des cellules immunitaires impliquées dans la réponse
allergique (Davies, 2014). D’autres substances environnementales, comme les polluants de
I'air (ozone, particules ou fumée de cigarette), participent a I'activation des cellules
épithéliales qui se traduit par la production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6,
I'IL-8, le « Granulocyte Macrophage - Colony Stimulating Factor » (GM-CSF) ou le « Tumor
Necrosis Factor » (TNF) o (Devalia et al., 1997). En particulier, il a été montré que les cellules
épithéliales sont capables de produire I'lL-6, cytokine impliquée dans la différentiation des
lymphocytes B et la stimulation des lymphocytes T pour le développement de la réponse
inflammatoire de type Th2 (Naka et al., 2002). De plus, I'exposition des cellules épithéliales
bronchiales humaines au Der p 1 et Der p 9 (allergenes issus d’extraits d’acariens), entraine
une augmentation de la production d’IL-6 (King et al., 1998) et on retrouve un taux plus
élevé de cette cytokine dans les lavages broncho-alvéolaires de patients asthmatiques
(Mattoli et al., 1991). Les cellules épithéliales sont aussi responsables de la production de
« Thymic Stromal LymphoPoietin » (TSLP), dont le taux plus élevé dans les lavages broncho-
alvéolaires des patients asthmatiques est corrélé avec la sévérité de la maladie (Ying et al.,
2005). Le TSLP est une cytokine responsable de la maturation des cellules dendritiques,
capables alors d’induire la différentiation des lymphocytes T naifs en lymphocytes Th2. Les
cellules épithéliales sont aussi capables de produire les cytokines IL-1, IL-25 et IL-33 en
réponse a une stimulation allergénique, trois cytokines responsables de l'initiation de la
réponse Th2 (Hammad and Lambrecht, 2015) (Saenz et al., 2008). En présence d’allergénes,
les cellules épithéliales sont aussi capables de produire de I'IL-8 (King et al., 1998) (Cromwell
et al., 1992), une chémokine responsable de I'attraction des neutrophiles sur le site de

I'inflammation.
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2. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques se situent a la frontiere entre le systéme immunitaire inné et le
systeme immunitaire adaptatif. En effet, ces cellules expriment tous les récepteurs du
systeme immunitaire inné mais s’averent aussi capables de prendre en charge un allergéene,
et de le dégrader en petits peptides. Ces peptides, aprés avoir été pris en charge par les
molécules du CMHII dans des compartiments intracellulaires, vont finalement étre présentés
a la surface des cellules dendritiques et interagir avec les TCR des lymphocytes T (Figure 3). Il
a été montré que les cellules dendritiques des poumons, présentant les antigenes inhalés
aux lymphocytes Th2, sont nécessaires a l'induction d’une inflammation allergique au niveau

des voies respiratoires (Lambrecht et al., 1998).
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Figure 3 : Interaction moléculaire entre une cellule dendritique et un lymphocyte ThO.

Le signal 1 est spécifique de I'antigene. Les lymphocytes T naifs via leur TCR reconnaissent le
peptide antigénique présenté a la surface des cellules dendritiques par le CMH Il suite a
I’activation des PRR. Le signal 2 est le signal de co-stimulation principalement médié par les
molécules CD80 et CD86 portées par les cellules dendritiques, en particulier lors de
I’activation de PRR tels que les TLR reconnaissant spécifiquement les PAMP portés par les
allergénes. Le signal 3 permet la polarisation des lymphocytes ThO en lymphocytes Thl ou
Th2 en fonction des cytokines sécrétées dans I’environnement suite a I'activation des PRR
via des PAMPs de type 1 ou de type 2.
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- Sous-types cellulaires dans les poumons

Il existe différents types de cellules dendritiques au niveau des voies respiratoires. Elles se
distinguent les unes des autres par leur localisation (conduits respiratoires ou parenchyme
pulmonaire) et par I'expression de différentes combinaisons de marqueurs de surface ou
« Cluster de Différentiation » (CD), comme le CD11c et le CD11b. Les cellules dendritiques
peuvent ainsi étre divisées en 2 groupes distincts : d’une part, les cellules dendritiques
conventionnelles exprimant fortement le CD11c (CD11c "e&") et, d’autre part, les cellules
dendritiques plasmacytoides exprimant faiblement le CD11c (CD11c %™) (Lambrecht and
Hammad, 2009). Ces 2 catégories de cellules dendritiques peuvent alors étre différenciées
en sous-groupes selon I'expression du marqueur CD11b (CD11b négatif ou positif). Cette
classification prend aussi en compte l'infiltration de cellules dendritiques myéloides CD11b
positives lors d’'une inflammation. Ces cellules dérivent de monocytes (Ly6 positif) et ont une

plus forte expression du CD11c a leur surface.

- Reconnaissance des allergénes inhalés dans les poumons

Les cellules dendritiques situées au niveau de la couche baso-latérale de I'épithélium des
voies respiratoires (Holt et al., 1990) insinuent leurs dendrites entre les cellules épithéliales
pour entrer en contact avec les pathogenes de l'air inhalé (Veres et al., 2011). Les cellules
dendritiques se lient méme aux cellules épithéliales par lintermédiaire de jonctions
intercellulaires, afin de préserver l'intégrité structurelle de I'épithélium (Blank et al., 2011). A
ce stade, les cellules dendritiques - véritables cellules « sentinelles » - demeurent a un stade
dit « immature ». Elles captent certes les allergénes mais, non matures, ne peuvent pas
stimuler la prolifération de lymphocytes T (Stumbles et al., 1998). Il a été montré que la
reconnaissance de PAMPs via les PRR exprimés a la surface des cellules dendritiques peut
induire leur maturation (Medzhitov, 2001). Celle-ci se traduit par I'expression de molécules
de co-stimulation a la surface des cellules dendritiques et par leur migration vers les
ganglions lymphatiques drainant la zone de rencontre avec I'antigene (Vermaelen et al.,
2001). Dans les ganglions lymphatiques régionaux, les cellules dendritiques matures

présentent les peptides antigéniques a leur surface via le CMHII et sont alors capables
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d’interagir avec les lymphocytes T naifs et d’induire leur différentiation en lymphocytes Th2,

en présence de molécules de co-stimulation telles que le CD80 ou le CD86 (Schwartz, 1992).

3. Les lymphocytes Th2

La pathologie de I'asthme est fortement liée au développement d’une réponse immunitaire
de type Th2 médiée par les lymphocytes T CD4+. Ainsi, il a été montré que chez les patients
asthmatiques, les lymphocytes T CD4+ présents en grand nombre au niveau des voies
respiratoires suite a I'exposition a un allergene (Gerblich et al., 1991), sont majoritairement
des lymphocytes de types Th2 (Walker et al., 1992). De plus, I'augmentation du nombre de
lymphocytes T activés chez les patients asthmatiques est corrélée avec linfiltration
d’éosinophiles dans les lavages broncho-alvéolaires et la sévérité de la maladie (Robinson et

al., 1993).

- Différentiation des lymphocytes T CD4+ de type Th2

Les lymphocytes T CD4+ naifs (ThO) ont la capacité de se différencier en lymphocytes Thi,
Th2, Th9, Th17 ou en lymphocytes T régulateurs (T reg) (Figure 4). En réponse a un allergene,
les lymphocytes Th2 sont beaucoup plus nombreux par rapport aux lymphocytes Thl. Les
lymphocytes Th1l sont responsables de la production d’interféron (IFN) v, cytokine de type
Th1 qui inhibe la voie Th2. Les lymphocytes Treg ont un effet inhibiteur sur les lymphocytes
Th2 tandis que les lymphocytes Th1l7 ont des effets pro-inflammatoires, favorisant la
production de cytokines responsables de l'inflammation des tissus. Les lymphocytes Th9
participent au recrutement et a la différentiation des mastocytes (Barnes, 2011). Il a été
montré que la différentiation des lymphocytes ThO en lymphocytes Th2 est nécessaire au
développement de I’hyperréactivité des voies respiratoires. En effet, le transfert adoptif de
lymphocytes Th2 spécifiques d’un antigene dans les poumons de souris naives entraine une
infiltration immunitaire riche en éosinophiles et I’hyperréactivité des voies respiratoires (Li
et al., 1998). De plus, il a été montré que la présence d’IFN-y inhibant la voie Th2 et
stimulant la voie Th1l permet de prévenir le développement de I'hyperréactivité des voies
respiratoires induite par une exposition a un allergene (Li et al., 1996). Enfin, la présence
d’IL-4 est nécessaire a la différentiation des lymphocytes T CD4+ en lymphocytes Th2 (Seder
et al,, 1992).
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Le fait que les lymphocytes Th2 soient prédominants dans un contexte d’asthme allergique
pourrait étre di a un défaut de la voie Th1, notamment par une diminution de la production
d’IL-12. Le taux de cette cytokine, primordiale pour la différentiation des lymphocytes ThO
en lymphocytes Thl (Trinchieri, 1994), est fortement diminué chez les patients asthmatiques
(van der Pouw Kraan et al.,, 1997). Cette diminution peut s’expliquer par la présence de
cytokines de types Th2 telles que I'lL-4 et I'lL-13 qui sont des régulateurs négatifs de la
production d’IL-12 (D'Andrea et al., 1995).
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Figure 4 : Capacité de différentiation des lymphocytes T helper dans un contexte d’asthme
allergique.

Les lymphocytes ThO ont la capacité de se différencier en différents sous-types sous
I'influence de cytokines. L'inflammation allergique est caractérisée par une forte proportion
de lymphocytes Th2, par rapport aux lymphocytes Th1l, ainsi que par une forte production de
cytokines de type Th2, qui vont stimuler la production d’IgE par les lymphocytes B et
participer au recrutement de cellules inflammatoires comme des éosinophiles. En paralléle,
les lymphocytes Th17 ont des effets pro-inflammatoires et les lymphocytes Th9 participent
au recrutement de mastocytes, alors que les lymphocytes T régulateurs (Treg) ont des effets
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inhibiteurs sur les lymphocytes Th2 via la production d’IL-10 et de « Transforming Growth
Factor » (TGF) B.

- Sécrétion des cytokines de type Th2

Les lymphocytes Th2 sont caractérisés par leur capacité a sécréter spécifiquement des
cytokines de types Th2 telles que I'lL-4, I'IL-5, I'IL-13, I'IL-6, I'IL-9 et I'IL-10 (Walker et al.,
1992). La production de ces cytokines va induire un grand nombre de mécanismes
cellulaires. L'IL-4 joue un role important dans : la commutation de classe des lymphocytes B
conduisant a la production d’Ig (Coffman et al., 1988; Lebman and Coffman, 1988)
(Finkelman et al., 1988), le recrutement des cellules inflammatoires comme des éosinophiles
(Schleimer et al., 1992) (O'Byrne et al., 1999) et leur survie (Lopez et al., 1988), ou encore la
production de mucus (Whittaker et al., 2002). L’IL-5 est aussi impliquée dans le
développement de [|'hyperréactivité des voies respiratoires. Elle intervient dans Ia
différentiation, la migration, le recrutement, I'activation et la survie des éosinophiles
(Takatsu and Nakajima, 2008). Quant a I'IL-13, elle agit principalement en association avec
I'lL-4 et I'IL-5 dont elle stimule les actions. L'IL-13 participe également au recrutement et a
I'activation des cellules impliquées dans I’hyperréactivité des voies respiratoires via sa
capacité a stimuler I'expression de genes codants pour des molécules d’adhésion, des
chémokines ou des métalloprotéases, en particulier la métalloprotéase matricielle (MMP) 9

(Wills-Karp, 2004).

4. Les cellules lymphoides innées

De récentes études ont mis en évidence l'existence des cellules lymphoides innées ou
« innate lymphoid cells » (ILCs). Ces cellules dérivent d’un « progéniteur lymphoide
commun » qui donne naissance aux lignées lymphocytaires. Cependant, ces cellules
n’expriment pas les différents marqueurs de surface caractérisant les lymphocytes T (CD3,
CD4 et aB/yd TCR), ou les lymphocytes B (CD19 et CD20), ou encore les autres leucocytes
(CD11c, CD14, CD16, CD56, et FceR1) (Karta et al., 2016). Ces cellules sont subdivisées en 3
groupes distincts, selon I'expression de certains facteurs de transcription ou encore la

sécrétion de cytokines spécifiques. Ainsi on distingue les cellules lymphoides innées du
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groupe 1, de celles du groupe 2 ou encore du groupe 3 ; ces 3 groupes étant respectivement
dénommeés : ILC1s, ILC2s et ILC3s (Figure 5) (Woo et al., 2014). Les ILC1s, sous 'influence du
facteur de transcription T-bet, sont responsables de la sécrétion de cytokines de type Thl
(IFNy). Les ILC3s sont responsables de la sécrétion de cytokines de type Th17 (IL-17, IL-22),
sous l'influence du facteur de transcription RORyt. Enfin, les ILC2s sont quant a eux
responsables de la sécrétion de cytokines de types Th2 telles que I'IL-5, I'IL-9 ou encore I'IL-
13 sous l'influence du facteur de transcription GATA-3. Ces ILC2s jouent donc un réle
important dans le développement de I'asthme en favorisant la réponse des cellules
immunitaires et les modifications structurales affectant les voies respiratoires aprés contact
avec l'allergene (Doherty, 2015). Soulignons que ce phénomene est indépendant de la

sécrétion de cytokines de type Th2 par les lymphocytes T CD4+ (Chang et al., 2013)
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Figure 5: Les cellules lymphoides innées dans le contexte de I'asthme.
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Les cellules lymphoides innées sont activées par de nombreuses cytokines sécrétées par les
cellules épithéliales, suite a leur activation en présence de virus, d’allergénes ou de
polluants. Les ILC1s, activées par I'lL-12 et I'lL-15, sont responsables de la production d’IFNy,
cytokine impliquée dans la lutte anti-virale. Les ILC2s, activées par I'lL-25, I'IL-33 et le TSLP,
sont responsables d’une forte production de cytokines de type Th2 telles que I'IL-5, I'IL-9 et
I'IL-13 favorisant l'infiltration d’éosinophiles, I’hyperréactivité des voies respiratoires ainsi
que la production de mucus. Les ILC3s, activées par I'lL-1B et I'lL-23, sont responsables de la
production d’IL-17 et d’IL-22, cytokines impliquées dans le déclenchement de la réaction
asthmatique. Par leur production de cytokines, les ILCs sont capables d’influencer la réponse
immunitaire adaptative mis en place dans le contexte de I'asthme.

Les ILC2s sont activées par les cytokines IL-25, IL-33 ou TSLP sécrétées par les cellules
épithéliales en réponse a une exposition a des allergénes, a des virus ou encore des
pollutions environnementales (Kabata et al., 2015). Il a été montré que le taux de I'lL-33 ainsi
qgue le nombre d’ILC2s sont augmentés dans les voies respiratoires des patients
asthmatiques, en particulier chez ceux atteints par une forme sévére de la maladie
(Christianson et al., 2015). Jusqu’a présent, la plupart des travaux de recherches sur les ILC2s
ont été réalisés chez la souris, par manque de marqueurs spécifiques aux ILC2s de 'lhomme.
Ainsi, il a été montré que les ILC2s participent au développement de I’hyperréactivité des
voies respiratoires, via la voie de signalisation de I'IL-33 et de son récepteur ST-2, dans un
modele d’asthme allergique murin (Kearley et al., 2009). Ces cellules peuvent également
étre activées par de nombreux médiateurs issus des différents types de cellules
immunitaires impliquées dans I'asthme tels les éosinophiles ou les mastocytes (Doherty,

2015).

5. Les éosinophiles

Les éosinophiles représentent un des marqueurs communs de l'inflammation allergique et Ia
sévérité de I'asthme peut étre corrélée avec le nombre d’éosinophiles infiltrés au niveau des

voies respiratoires (Bousquet et al., 1990).

- Activation des éosinophiles
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Les éosinophiles sont recrutés au niveau du site de l'inflammation sous l'influence de
différentes cytokines via I'amplification de la réponse Th2, en particulier la sécrétion d’IL-5
par les lymphocytes Th2 (Huang et al., 2009). lls sont activés directement par le TSLP et
I'IL-33 sécrétés par les cellules épithéliales. En effet, il a été montré que le TSLP est capable
de retarder I'apoptose des éosinophiles exprimant son récepteur a leur surface et d’induire
la production d’IL-6 (Wong et al., 2010). L'IL-33, en présence d’IL-4, est également capable
d’activer les éosinophiles et d’induire la sécrétion d’IL-4 créant ainsi une boucle

d’auto-amplification de I'lL-4 (Bouffi et al., 2013).

- Production de médiateurs solubles pro-inflammatoires

Les éosinophiles sont capables de produire des médiateurs solubles dont de nombreuses
cytokines de type Thl ou Th2 qui contribuent a la physiopathologie de [I'asthme
(Shamri, 2011 #106). Les principaux médiateurs pro-inflammatoires sécrétés par les
éosinophiles participent au développement de I’hyperréactivité des voies respiratoires, a la
production excessive de mucus et au remodelage des tissus (Kay, 2005). Ainsi, les
éosinophiles sont impliqués dans le remodelage des tissus en particulier via leur capacité a
sécréter du TGF-P et a interagir avec les mastocytes et les cellules épithéliales (Venge, 2010).
Les éosinophiles constituent en effet une source majeure de TGF-B au niveau des voies

respiratoires (Minshall et al., 1997).

6. Les neutrophiles

Les éosinophiles ne sont pas toujours retrouvés dans les voies respiratoires dans la
pathologie de I'asthme (Turner et al., 1995). Dans plus de 50% des cas, une augmentation du
nombre de neutrophiles, associée a une augmentation du taux d’'IL-8, peuvent étre

retrouvées chez les patients asthmatiques (Douwes et al., 2002).

- Recrutement des neutrophiles sur le site de I'inflammation

Les neutrophiles recrutés au niveau des voies respiratoires sont caractérisés par une forte
expression du récepteur FceRIl qui, suite au pontage des IgE fixées a ces récepteurs, entraine
la libération de I'IlL-8 contenue dans les granules de ces cellules (Gounni et al., 2001). Il

apparait que I'expression du FceRl par les neutrophiles dépend de la présence de cytokines
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de type Th2 libérées par les lymphocytes T (Alphonse et al., 2008). Cependant, le nombre de
neutrophiles infiltrés dans les voies respiratoires des patients asthmatiques dépend des
concentrations des cytokines chémoattractives IL-8 et TNF-o (Drost and MacNee, 2002)
(Casale et al., 1996), produites par d’autres cellules immunitaires et par les neutrophiles

eux-mémes.

Production de médiateurs solubles impliqués dans I'asthme

Les neutrophiles sont aussi responsables de la production d’'un grand nombre de médiateurs
pro-inflammatoires (Cassatella, 1995), menant au développement de I'asthme (Monteseirin,
2009). En particulier, il a été montré que les neutrophiles activés sont responsables de la
production de TGF-B (Fava et al., 1991) et de la MMP-9 (Ventura et al.,, 2014), deux

médiateurs impliqués dans le remodelage des tissus.

B. Les mécanismes impliqués dans I’'asthme

Le remodelage des voies respiratoires est une des caractéristiques de I'asthme. L’exposition
récurrente a un allergene entraine des changements structuraux au niveau des tissus.
Ceux-ci incluent la transition épithélio-mésenchymateuse de ["épithélium respiratoire,
I’hyperplasie et la métaplasie des cellules sécrétrices de mucus, une augmentation de la
masse de cellules musculaires lisses péribronchiques, une fibrose sous-épithéliale et une
angiogénése. Tous ces mécanismes induisent un épaississement de la paroi des voies
aériennes et donc un rétrécissement des voies respiratoires menant a une diminution de la
capacité respiratoire. Les médiateurs solubles tels que les cytokines, les chémokines ou les
facteurs de croissance sécrétés par les cellules immunitaires et les cellules structurales

jouent un role crucial dans le développement du remodelage des tissus (Figure 6).

32



Introduction

Natura Reviews | T 0 osooonny

Reproduit avec la permission du groupe “Nature Publishing” d’aprés (Barnes, 2012)

Figure 6: Mécanismes de I'inflammation des voies respiratoires menant au remodelage des
tissus

Dans le contexte de l'asthme allergique, de nombreuses cellules inflammatoires sont
recrutées et/ou activées au niveau des voies respiratoires ol elles sécréetent de nombreux
médiateurs pro-inflammatoires responsables du remodelage des voies respiratoires
caractérisé par : une augmentation de la sécrétion de mucus, I'augmentation du nombre et
de la taille des cellules musculaires lisses, la fibrose sous-épithéliale et une augmentation de
la vascularisation.

- Transition épithélio-mésenchymateuse

La transition épithélio-mésenchymateuse correspond a un processus ou les cellules perdent
leurs caractéristiques épithéliales et acquiérent des caractéristiques mésenchymateuses.

Cette transition se traduit par une perte des jonctions intercellulaires (Holgate et al., 2000).
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Méme si ce n’est pas une caractéristique spécifique de I'asthme, plusieurs études rapportent
I’existence d’un dysfonctionnement de ['épithélium respiratoire chez les patients
asthmatiques avec une altération des jonctions serrées intercellulaires. Cette altération
permet un passage plus aisé des allergénes au niveau de la paroi des voies aériennes vers les

cellules immunitaires (Holgate, 2007).

- Métaplasie des cellules sécrétrices de mucus

La sécrétion de mucus par les cellules caliciformes chez les personnes saines permet
d’englober les allergenes inhalés et de les expulser sous I'action mécanique des cellules
ciliées et le réflexe de toux. Cependant, chez les patients asthmatiques, un excés de
production de mucus entraine I'obstruction des voies aériennes (Fahy, 2001). Le mucus est
principalement composé de mucines, des glycoprotéines qui déterminent sa viscosité et ses
propriétés adhésives (Rose and Voynow, 2006). Il a été montré que, sous l'influence des
lymphocytes de type Th2 sécrétant I'IL-4, I'IL-5, I'lL-9 et I'IL-13, il y a davantage de cellules
caliciformes chez les patients asthmatiques (hyperplasie) (Fahy and Dickey, 2010) sécrétant
davantage les mucines MUC5A et MUC5B, responsables de I'augmentation de la viscosité du
mucus (Turner and Jones, 2009) et induisant I'obstruction des voies respiratoires

(métaplasie).

- Augmentation de la densité des cellules musculaires lisses péribronchiques

Les cellules des muscles lisses ont un réle critique dans I'inflammation chronique au niveau
des voies respiratoires. Elles sont responsables d’une contraction excessive entrainant le
rétrécissement des voies respiratoires menant a une perte progressive de la fonction
respiratoire (Kudo et al.,, 2013). Il a été montré que |'exposition récurrente de rats a un
allergéne entraine une augmentation du nombre et de I'épaisseur des cellules musculaires
lisses dans les voies respiratoires (Sapienza et al.,, 1991) (Salmon et al., 1999). Une autre
étude a montré que I'hyperplasie des cellules musculaires est stimulée in vitro par les
cytokines pro-inflammatoires IL-1p et IL-6 (De et al., 1995). On retrouve également une
augmentation du nombre et de la taille des cellules musculaires lisses au niveau des voies
respiratoires chez les patients asthmatiques, influencées par des cytokines ou des facteurs

de croissance libérés par les cellules épithéliales et les cellules inflammatoires (Al-Muhsen et

34



al.,, 2011), comme I'histamine (Panettieri et al., 1990) ou le TGF- (Doherty and Broide,
2007).

- Fibrose sous-épithéliale

L’épaississement de la paroi des voies respiratoires est un des processus du remodelage des
poumons dans la pathologie de I'asthme. Les patients asthmatiques développent une fibrose
sous-épithéliale au niveau de la paroi des voies respiratoires, due a une forte activation des
fibroblastes (Roche et al., 1989). Certaines études suggérent qu’il y a une corrélation entre
I’épaississement de la paroi des voies respiratoires et la sévérité de la maladie (Pare et al.,
1997), tandis que d’autres affirment qu’il n’y a pas de corrélation (Chu et al., 1998). Il a été
montré in vitro que des cellules épithéliales altérées produisent de nombreux médiateurs
pro-fibrotiques dont le TGF-f3 qui régulent la production de collagéene par les fibroblastes et
les myofibroblastes (Holgate, 2000). L'augmentation du dépdot de collagene autour des
bronches est associée a une augmentation de I'expression de la MMP9 chez les patients
asthmatiques (Hoshino et al.,, 1998). Cette augmentation peut elle-méme étre liée a
I"augmentation du nombre de neutrophiles au niveau des voies respiratoires. En effet, la
MMP9 est stockée sous forme de granules intracellulaires lors de la maturation des
neutrophiles dans la moelle osseuse. Cependant, lors d’une inflammation des voies
respiratoires et sous l'influence de cytokines telles que le TNF-a et I'lFN-vy, la plupart des
cellules impliquées dans la réponse a un allergene sont capables de sécréter la MMP9, qui va

alors jouer un réle dans le remodelage des tissus (Atkinson and Senior, 2003).

- Angiogénese

Une augmentation de la vascularisation au niveau des voies respiratoires est aussi impliquée
dans le remodelage de ces tissus. En effet, des taux importants de « Vascular Endothelial
Growth Factor » (VEGF), un facteur pro-angiogénique, sont retrouvés dans les lavages
broncho-alvéolaires des patients asthmatiques (Simcock et al., 2007). De plus, dans un
modele de souris développant une réponse inflammatoire suite a I'exposition a un allergene,
le VEGF est produit par les cellules épithéliales, les lymphocytes Th2 (Lee et al., 2004) ou

encore par les mastocytes (Chetta et al., 2005). En stimulant la formation de nouveaux
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vaisseaux sanguins et en augmentant la perméabilité vasculaire, le VEGF participe au

remodelage des voies respiratoires.

C. Les facteurs de transcription impliqués dans la régulation de I'asthme

L’ « activating transcription factor » (ATF) 3 est un facteur de transcription de type « leucine-
zipper » appartenant a la famille des « CRE binding protein » (CREB). En tant que tel, il se fixe
au niveau des éléments de réponse dépendant de I’AMPc encore appelés CRE pour « cAMP
responsive element » (Hai and Hartman, 2001). Dans des macrophages activés par des LPS,
via le TLR4, il a été montré que I’ATF3 a un role de régulateur négatif. En effet, son site de
fixation au niveau du groupe de génes qu’il régule est situé juste a c6té de celui du facteur
de transcription NFkB, connu pour son action d’activation des réponses inflammatoires,
empéchant ainsi la réponse inflammatoire induite par NFkB (Gilchrist et al., 2006). En
utilisant un modele de souris exposées a I'allergene OVA, les auteurs ont ensuite démontré
que l'expression de I'ATF3 est induite au niveau des poumons, en particulier dans les
lymphocytes T CD4+, permettant ainsi le controle des genes codant les cytokines de type
Th2, réduisant ainsi la sécrétion d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 responsables de I'inflammation des

voies respiratoires suite a I'exposition a un allergene (Gilchrist et al., 2008).

D. Les modeéles d’asthme chez la souris

Les mécanismes de I'asthme ainsi que le rdle des différents types de cellules immunitaires
impliquées dans cette pathologie ont été largement étudiés grace a des modeles d’asthme
allergique chez la souris. Ces modeles utilisent des allergénes comme I'OVA (Kumar et al.,
2008), des extraits d’acariens ou « House Dust Mite » (HDM) (Johnson et al., 2004), des
extraits de cafards (Ullah et al., 2015) ou encore des pollens (Jacquet, 2011). Les souris
peuvent donc étre sensibilisées par une grande variété d’allergénes introduits dans
I'organisme par différentes voies d’administration (intra-péritonéale, intra-nasale), en
présence d’adjuvants comme I’hydroxyde d’aluminium (Brewer et al.,, 1999) ou de faibles
doses d’endotoxines (ou lipopolysaccharide, LPS) (Piggott et al., 2005). En I’absence
d’adjuvant, si I'allergene contient lui-méme des endotoxines ou s’il est pourvu d’une activité
protéolytique (Chapman et al., 2007), il peut contribuer a l'activation des cellules de

I’épithélium respiratoire ou encore a la dégradation de la barriere épithéliale facilitant ainsi
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le passage des allergenes. Ces sensibilisations vont aboutir a la mise en place d’une réponse
immunitaire (Jacquet, 2011), comportant, en particulier, une réponse de type Th2 et une
production d’IgE spécifiques de l'allergéne. Suite a cette phase de sensibilisation, une
stimulation répétée des souris par le méme allergéne, administré par voie intranasale, méene
au développement de I'asthme aigu, caractérisé par une forte infiltration d’éosinophiles, la
sécrétion de mucus, I’hyperplasie des cellules caliciformes ainsi que par I’hyperréactivité des
voies respiratoires. Les souris peuvent également étre stimulées de fagcon chronique, sur
plusieurs semaines. Une telle stimulation abouti au développement d’un asthme chronique
caractérisé par le remodelage des tissus des voies respiratoires (Nials and Uddin, 2008)

(Zosky and Sly, 2007).
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Il. Les facteurs neurotrophiques et leur influence dans I'asthme

Il existe différentes familles de facteurs neurotrophiques dont la famille des neurotrophines
et la famille des facteurs neurotrophiques qui dérivent des cellules gliales. Cette famille a
tout d’abord été décrite comme étant composée de facteurs ayant la capacité a réguler le
développement, la maintenance et la survie des neurones du systéeme nerveux. Cependant,
I’expression de ces facteurs neurotrophiques et de leurs récepteurs dans les poumons de
I’'homme (Ricci et al., 2004) et de la souris (Golden et al., 1999; Widenfalk et al., 1997)
(Hikawa et al., 2002), suggére également leur implication dans le développement et la

fonction des voies respiratoires.

A. Les neurotrophines

Les neurotrophines (Figure 7) sont une famille de protéines partageant des similarités de
structure, de fonction et d’activités biologiques. Elles sont impliquées dans le
développement du systeme nerveux chez les vertébrés en régulant la survie ou la mort des
neurones durant I'embryogénese et lors des premiers jours de la vie ainsi que la
maintenance des neurones a I'état adulte (Lewin and Barde, 1996). Cette famille est
composée de 4 membres: le « Nerve Growth Factor» (NGF), le « Brain-Derived
Neurotrophic Factor » (BDNF), la Neurotrophine 3 (NT-3) et la Neurotrophine 4/5 (NT-4/5).
Les neurotrophines exercent leurs effets en utilisant un récepteur commun de faible affinité,
le p75N™R, ou des récepteurs spécifiques et de forte affinité appartenant a la famille des
récepteurs a tyrosine kinase, les TrkA, B et C. Le NGF se fixe préférentiellement au récepteur
TrkA, le BDNF et la NT-4/5 au TrkB et la NT-3 au TrkC. La liaison des neurotrophines a leurs
récepteurs induit alors I'activation de différentes voies de signalisation (Teng and

Hempstead, 2004).
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Figure 7 : La famille des neurotrophines et leurs récepteurs.

Le NGF, le BDNF, la NT-3 et la NT-4/5 exercent leur activité en se fixant a un récepteur
commun de faible affinité, le p75NTR ou a des récepteurs spécifiques de haute affinité
appartenant a la famille des récepteurs a tyrosine kinase, les TrkA, B et C. La fixation des
neurotrophines entraine la dimérisation de leur récepteur et induit la transduction du signal
via différentes voies de signalisation.

Des études ont montré que les neurotrophines sont impliquées dans la physiopathologie de
I'asthme. Des taux plus élevés de NGF, BDNF et NT-3 ont été retrouvés dans les lavages
broncho-alvéolaires de patients asthmatiques aprés exposition a un allergéne (Virchow et

al., 1998). De plus, il a été montré qu’une augmentation du taux de NGF dans le sérum de
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patients asthmatiques est corrélée avec la sévérité de la maladie (Bonini et al., 1996). Il en
va de méme en ce qui concerne le taux de BDNF (Lommatzsch et al., 2005). Ces observations
ont été confirmées dans des modeles d’asthme allergique chez la souris ou les taux de NGF
et de BDNF sont augmentés dans le sérum et les lavages broncho-alvéolaires de ces souris

(Braun et al., 1998) (Braun et al., 1999).

L'utilisation des modeéles d’asthme chez la souris a permis d’identifier les cellules capables de
produire des neurotrophines et d’identifier les cellules qu’elles ciblent. De nombreuses
études ont montré que les neurotrophines sont produites au niveau des voies respiratoires
par un grand nombre de cellules structurales (cellules épithéliales, fibroblastes), tout comme
par des cellules immunitaires (mastocytes, éosinophiles ou lymphocytes, en particulier
lymphocytes Th2 et lymphocytes B). La production de neurotrophines est stimulée en
présence de cytokines pro-inflammatoires comme I'lIL-153, le TNF-ot ou I'IL-6 (Rochlitzer et al.,

2006).

B. Les facteurs neurotrophiques dérivés des cellules gliales
La famille de facteurs neurotrophiques dérivés des cellules gliales (GFL - GDNF Family
Ligands) est composée de 4 membres : le GDNF, la NTN, I’Artémine (ARTN) et la Perséphine
(PSPN) (Baloh et al., 2000) (Figure 8). Sous forme d’homodimeére, ils se lient spécifiquement
a leur récepteur, GFRol, GFRo2, GFRo3 et GFRo4 respectivement. Ces récepteurs sont
attachés a la membrane plasmique par une ancre phosphatidylinositol au niveau des
radeaux (« raft ») lipidiques. Les complexes « ligand - récepteur » interagissent alors avec un
second récepteur transmembranaire, RET, appartenant a la famille des récepteurs a tyrosine
kinases. Ce co-récepteur est activé seulement en présence d’ions Ca?* fixés au niveau d’un
de ses 4 domaines « cadherin-like » extracellulaires. La transmission du signal se fait alors
par autophosphorylation au niveau des 4 résidus Tyrosine qui composent sa partie

intracellulaire (Airaksinen and Saarma, 2002).
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Figure 8 : La famille du GDNF et leurs récepteurs

Le GDNF, la NTN, ’ARTN et la PSPN exercent leur activité en se fixant spécifiquement a leur
récepteur GFRal, GFRo2, GFRa3 et GFRo4 respectivement. Ces complexes interagissent
alors avec leur co-récepteur RET, un récepteur a tyrosine kinase transmembranaire,
responsable de la transduction du signal.
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1. La Neurturine

La NTN, identifiée par I'’équipe du Dr lJeffrey Milbrandt (Kotzbauer et al., 1996), a été
classifiée dans la famille de facteurs neurotrophiques par sa capacité a maintenir en vie des
neurones du systéme sympathique mis en culture in vitro. La caractérisation de cette
molécule a montré que cette protéine est composée d’un peptide signal de 19 acides aminés
et d’une pro-région de 76 acides aminés menant a une protéine mature de 100 acides
aminés. Sa masse moléculaire est estimée a 11,5 kDa. La NTN humaine et la NTN murine
présentent une homologie de séquence de 91%. Des alignements de séquence ont permis
de classer la NTN ainsi que le GDNF comme membre éloigné de la superfamille du
TGF-B. Cette classification a été établie en tenant compte de I'existence d’un motif conservé
de 7 cystéines, que I'on retrouve au niveau d’une région relativement constante parmi les
membres de cette famille. Une autre étude a montré que la NTN et le GDNF partagent aussi
une méme voie de signalisation en empruntant les isoformes ERK-1 et ERK-2, appartenant a

la famille des MAP kinases.

2. Phénotypes des souris NTN”

Des souris NTN”- ont été générées par recombinaison homologue dans des cellules souches
embryonnaires afin d’étudier leur phénotype (Heuckeroth et al., 1999). La croissance, la
fertilité et la survie de ces souris sont comparables a celles de souris sauvages. De plus, leur
fonction neurologique, leur odorat et la structure de leur cerveau apparaissent normaux.
Cependant, il existe un défaut d’innervation au niveau du tractus digestif, affectant en
particulier les fibres nerveuses sensibles au peptide intestinal vasoactif (le « VIP ») et a la
substance P. Il en résulte une forte réduction de la sécrétion de ces neuropeptides et de la
motilité intestinale. Une absence quasi-totale de I'innervation parasympathique des glandes
lacrymales a également été mise en évidence, indiquant que la NTN est fortement impliquée
dans le développement et le maintien de ces neurones. Enfin, cette équipe a montré que la
proportion de neurones exprimant le GFRo2 est trés réduite chez les souris NTN”-
comparées aux souris sauvages, montrant |'existence d’un lien physiologique entre ces deux

molécules in vivo.
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3. Expression de la NTN et de son récepteur dans les tissus

Golden et al. ont étudié le niveau d’expression des ARNm de la NTN et du GFRa2 chez des
souris sauvages a différents stades du développement embryonnaire ainsi qu’au stade
adulte (Golden et al., 1999). Ainsi, la NTN et le GFRo2 sont exprimés dans les systemes
nerveux central et périphérique durant I'embryogénése, au niveau de tissus neuronaux et
non-neuronaux. Ces tissus sont innervés par des neurones sensibles a ces facteurs
neurotrophiques, comme par exemple au niveau des alvéoles pulmonaires. Au stade adulte,
la NTN est principalement exprimée au niveau de l'intestin, des testicules, de la prostate et
des oviductes. Elle I'est aussi, mais dans une moindre mesure, au niveau des poumons alors
que l'expression du GFRO2 est restreinte principalement aux testicules et au systéeme
nerveux. Il a été montré que la NTN ainsi que son récepteur le GFRa2, jouent aussi un réle
au niveau de la peau ou ils contrélent I'apoptose des follicules pileux suite a leur involution
(Botchkareva et al., 2000), mais aussi dans la transduction du signal via les voies de
signalisation MEK/ERK, SAPK et PKB/AKT au niveau des cellules gliales de la rétine (Hauck et
al., 2006).

4. Role de la NTN dans différentes pathologies

Une étude a montré qu’une mutation affectant la NTN, associée a une mutation de son
co-récepteur RET, participent au développement de la maladie d’Hirschsprung, caractérisée
par I'absence de ganglion au niveau du colon qui est lui-méme de taille anormalement
élevée (Doray et al., 1998).

D’autre part, il a été montré que la NTN, tout comme le GDNF, peuvent étre efficaces dans le
traitement de certaines pathologies neurodégénératives, en particulier la maladie de
Parkinson (Hegarty et al., 2014), via leur capacité a réguler la survie des neurones
dopaminergiques du tractus nigrostrié, voie neuronale allant de la substance noire jusqu’au

striatum (Lin et al., 1993) (Herzog et al., 2013).
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5. R6le de la NTN au niveau des cellules immunitaires

Il a été montré que la NTN peut étre produite par différents types de cellules immunitaires :
les lymphocytes T CD4+, T CD8+, les lymphocytes B et les monocytes (Vargas-Leal et al.,
2005). Ces mémes cellules expriment également le récepteur de la NTN, le GFR02, ainsi que
son co-récepteur RET. Cette étude a également montré que I'addition de NTN, sur des
cellules mononucléées du sang périphérique (PBMCs) activées, entraine une diminution de
la production de TNF-a. Toutefois, il apparait que cette régulation est le fait d’'un mécanisme
post-transcriptionnel. Une autre étude a confirmé la présence des récepteurs de la NTN au
niveau des lymphocytes T (Almeida et al., 2014). De plus, ces auteurs ont montré que
I'activation de RET, en présence de NTN ou de GDNF, entraine une diminution de la

production d’IL-10 par des lymphocytes T naifs cultivés en conditions Th2.
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[1l. Interactions neuro-immunes

De nombreuses études ont montré qu’il existe un lien entre le systeme nerveux et le
systéme immunitaire. En effet, il existe des interactions complexes entre les cellules
immunitaires de I'inflammation allergique et I'innervation des voies respiratoires. Ainsi il a
été mis en évidence que le contréle neuronal des voies respiratoires est anormal chez des
patients asthmatiques, suggérant que des mécanismes neuronaux contribueraient a la

physiopathologie de I'asthme (Barnes, 1986).

A. Innervation des voies respiratoires
Les voies respiratoires sont sous le contréle du systéme nerveux autonome (Figure 9). Les
fibres afférentes aboutissent au systéme nerveux central par le nerf vague. Les fibres
efférentes sont constituées de fibres parasympathiques, de fibres sympathiques et de fibres
sensorielles. Le nerf vague est a I'origine des efférences parasympathiques et de la plupart
des fibres sensorielles, tandis que 'autre partie des fibres sensorielles et les efférences
sympathiques sont issues des premiers ganglions de la racine dorsale de la moelle épiniere
(Belvisi, 2002). Le systeme nerveux autonome régule de nombreuses fonctions respiratoires
impliquées dans la physiopathologie de I'asthme tels que la contraction des muscles lisses, la
production de mucus, la sécrétion de différents médiateurs, le flux sanguin, la perméabilité

vasculaire ainsi que le recrutement des cellules inflammatoires (Joos, 2001).
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Figure 9 : Innervation des voies respiratoires.

L'innervation des voies respiratoires comporte des fibres parasympathiques issues du nerf
vague et des fibres sensorielles issues du nerf vague pour la plupart. L'autre partie de
I'innervation sensorielle est issue de la racine dorsale tout comme les fibres sympathiques.

1. Innervation parasympathique des voies respiratoires

Le systeme nerveux parasympathique est composé de fibres nerveuses cholinergiques dont
le principal neuromédiateur est I'acétylcholine (ACh) (Figure 10). Il est responsable du
contréle du tonus des muscles lisses (Barnes, 1987). La transmission nerveuse s’effectue via
les fibres post-ganglionnaires dans les ganglions parasympathiques localisés dans la paroi
bronchique par la fixation de I'acétylcholine au niveau des récepteurs muscariniques M3

entrainant ainsi une bronchoconstriction et la sécrétion de mucus (Aibara and Akaike, 1991),
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(Mak and Barnes, 1990). Cependant, il existe un mécanisme de rétrocontrdle négatif dans
lequel la fixation de I'acétylcholine au niveau des récepteurs nicotiniques de type M2 permet

d’inhiber la libération d’acétylcholine (Kilbinger et al., 1991).

Voies efférentes

Systéme Systéme | Systéme NANC |

Parasympathique Sympathique

ACh NorA

VIp Substance P
NO CGRP
NKA
Récepteur J
Récepteur M3 Récepteur TRP

adrénergique u

Broncation

Vaisseaux sanguins

Cellules épithéliales

Sécrétion
de mucus

Figure 10 : Les différentes composantes de I'innervation des voies respiratoires régulant le
tonus musculaire, la sécrétion de mucus et la vasodilatation

Le systeme parasympathique est responsable de la contraction des cellules musculaires
lisses via la libération d’acétylcholine alors que le systeme sympathique n’intervient que tres
peu dans la régulation du tonus musculaire au niveau des voies respiratoires. C'est le
systeme NANC inhibiteur qui régule cette fonction via la libération de VIP et NO et entraine
une bronchodilatation. Enfin, le systtme NANC excitateur contribue fortement a la
régulation de la fonction pulmonaire suite a I'activation de ces fibres par des médiateurs
chimiques et en libérant des neuropeptides (substance P, CGRP ou NKA) agissant sur les
cellules musculaires lisses, la sécrétion de mucus ou l'augmentation de la perméabilité
vasculaire.
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2. Innervation sympathique des voies respiratoires

Le systéme nerveux sympathique est composé de fibres nerveuses adrénergique dont le
principal neuromédiateur est la noradrénaline (NorA) (Figure 10). Il ne représente qu’une
petite composante de lI'innervation des voies respiratoires. En effet, les muscles lisses ne
sont pas innervés par des fibres sympathiques (Richardson and Beland, 1976). Cependant,
les muscles lisses respiratoires expriment des récepteurs B-adrénergiques qui, lorsqu’ils sont
stimulés par des agonistes adrénergiques (NorA ou neuropeptide Y), provoquent une

bronchodilatation (Goldie et al., 1990).

3. Innervation neuro-sensorielle des voies respiratoires

En plus des fibres nerveuses cholinergiques excitatrices, il existe des fibres nerveuses non-
adrénergiques non-cholinergiques (NANC) responsable de l'innervation neuro-sensorielle
des voies respiratoires, encore appelées nocicepteurs (Figure 10). Ces fibres nerveuses sont
responsables de la perception de la douleur au niveau des poumons et intervient dans le
contrble des fonctions respiratoires. Le systeme NANC est constitué de fibres nerveuses
excitatrices issues du nerf vague ou bien inhibitrices issues des ganglions rachidiens de la

racine dorsale. On distingue alors les systemes NANC inhibiteur et excitateur.

- Le systeme NANC inhibiteur

C’est le seul mécanisme neuronal permettant une contraction des muscles lisses entrainant
une bronchodilatation. Les principaux neuromédiateurs de ce systéme sont le peptide
vasoactif intestinal (VIP) et le monoxyde d’azote (NO). Il a été proposé qu’un défaut du
systeme NANC inhibiteur pourrait étre a 'origine de I'asthme (Barnes, 1986). Cependant, il a
été montré que chez les patients souffrant d’asthme léger, il n’y a aucune réduction du

réflexe bronchodilatateur médié par ce systeme (Lammers et al., 1989).

- Le systeme NANC excitateur

Il est composé de fibres C sensibles a la capsaicine. Les principaux neuromédiateurs de ce
systeme sont la substance P, le « Calcitonin Gene-Related Peptide » (CGRP) et la neurokinine

A (NKA). Ces neuropeptides de la famille des tachykinines sont libérés lorsque les fibres C
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sont stimulées par différents activateurs tels que des médiateurs libérés lors de la réaction
allergique (histamine) ou des substances environnementales irritantes. Ces substances
chimiques sont responsables de I'activation des fibres C par I'intermédiaire de récepteurs a
canaux ioniques de la famille « Transient Receptor Potential» (TRP) (Spina and Page, 2002),
tels que le TRP Vanilloid 1 (TRPV1), sensible a la capsaicine (Caterina et al., 1997), ou le
TRPA1, sensible a de nombreuses substances toxiques (Bessac and Jordt, 2010). Ces fibres
étant localisées au niveau de I'épithélium des voies respiratoires, autour des vaisseaux
sanguins et des glandes a mucus et au niveau des cellules musculaires lisses, la libération de
ces neuropeptides entraine une contraction musculaire similaire a celle entrainée par le
systeme cholinergique induisant une bronchoconstriction ainsi qu’une augmentation de la

sécrétion de mucus (Veres et al., 2009a).

B. Interactions neuro-immunes
1. Interactions spatiales entre les fibres nerveuses et les cellules

immunitaires

Une interaction entre les cellules nerveuses et les cellules immunitaires nécessite I’existence
d’'une communication entre ces cellules soit par contact direct, soit par la libération de
médiateurs. Dans le systeme nerveux, la communication entre cellules s’effectue par contact
direct au niveau des synapses. L’existence de structures semblables a des synapses a été
mise en évidence entre des terminaisons nerveuses et des cellules immunitaires dans les
organes lymphoides comme la rate (Felten and Olschowka, 1987). De plus, il a été montré
que plusieurs types de cellules immunitaires sont en contact direct avec des fibres
nerveuses localisées dans les voies respiratoires. En effet, les mastocytes (Myers et al.,
1991) ainsi que les éosinophiles (Costello et al.,, 1997), sont situés au niveau des fibres
nerveuses parasympathiques, en particulier chez les patients asthmatiques ou chez les
animaux stimulés par un allergene. Les cellules dendritiques ont été localisées au niveau des
terminaisons des fibres C exprimant la substance P (Kradin et al., 1997) et le CGRP (Veres et
al., 2007). Enfin, il a été montré que, dans un modele d’asthme allergique chez la souris, les
lymphocytes T peuvent étre en relation directe avec des fibres C (Veres et al., 2009a) ou, de
facon indirecte, via les extrémités nerveuses associées aux cellules dendritiques (Veres et al.,

2009b).
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2. Meédiateurs de [linteraction neuro-immune dans les voies

respiratoires

- Les neuropeptides

Plusieurs études suggerent que les neuropeptides sont d’importants médiateurs de la
communication neuro-immunitaire. La libération de ces neuropeptides par les neurones
sensoriels peut conduire a I'inflammation des voies respiratoires, on parle d’inflammation
neurogene. En effet, il a été montré qu’en présence d’un inhibiteur de la libération des
neuropeptides par les fibres nerveuses comme la capsaicine, les réponses sont
significativement diminuées chez les animaux exposés a un allergéne (Helme et al., 1987)
(Girolomoni and Tigelaar, 1990) (Kradin et al., 1997). D’autre part, il a été montré que la
stimulation in vitro de neurones sensoriels, par des facteurs neurotrophiques tels que le
GDNF ou la NTN, entraine une augmentation de la libération de neuropeptides comme la
substance P ou le CGRP (Ng et al., 2009). Les cellules immunitaires expriment des récepteurs
spécifiques de ces neuropeptides, ainsi leurs activités peuvent étre modulées lorsqu’ils sont
libérés lors de I'inflammation. En particulier, il a été montré que le signal pro-inflammatoire,
induit par 'interaction entre la substance P et son récepteur au niveau des macrophages,
permet de stimuler I'activité de ces cellules. L’expression de I’ARNm de ce récepteur dans les
macrophages peut également étre augmentée en présence de cytokines de type Thl ou Th2,
I'lIFN-y ou I'lL-4, suggérant que la substance P pourrait contribuer a la réponse immunitaire
humorale et/ou cellulaire en fonction de la stimulation antigénique initiale (Marriott and
Bost, 2001b).

Les cellules dendritiques expriment aussi a leur surface les récepteurs spécifiques de la
substance P (Marriott and Bost, 2001a) ou du CGRP (Carucci et al., 2000). D’une part, il a été
montré que la substance P est capable de moduler I'activité des cellules dendritiques via
I'induction de I'expression du facteur de transcription NF-KB, connu pour réguler la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires (Marriott et al., 2000). De plus, la substance P est capable
de promouvoir la survie de ces cellules, entrainant ainsi une réponse cellulaire effectrice plus
longue (Janelsins et al., 2009). Ces résultats, obtenus in vitro, ont été confirmés in vivo dans
un modele d’asthme allergique chez la souris, dont les lymphocytes T proliferent davantage
au contact de cellules dendritiques stimulées par les fibres C (Veres et al., 2009a). D’autre

part, la voie de signalisation induite par le récepteur du CGRP, exprimé par les cellules
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dendritiques, pourrait étre responsable d’une diminution de la prolifération des lymphocytes
T médiée par les cellules dendritiques, via une diminution de I'expression des marqueurs
d’activation CMHII ou de co-stimulation CD86 a la surface des cellules dendritiques (Carucci

et al., 2000).

- Les neurotrophines

A linverse, d’autres études suggérent que les cellules immunitaires sont capables de
produire des médiateurs influencant [Iactivité neuronale et impliqués dans la
communication neuro-immune, comme les neurotrophines (Figure 11). Les neurotrophines
sont produites par les cellules structurales des voies respiratoires comme les cellules
épithéliales ou les cellules musculaires lisses (Rochlitzer et al., 2006). Lors d’une
inflammation allergique des voies respiratoires, il a été montré que les cellules immunitaires
telles que les lymphocytes, les éosinophiles et les macrophages sont aussi responsables de la
production de neurotrophines (Nassenstein et al., 2006). Les neurotrophines ainsi libérées,
agissent a la fois sur I'activité des fibres nerveuses et sur la réaction inflammatoire des
cellules immunitaires au niveau des voies respiratoires (Figure 11). En effet, le NGF influence
la synthése et la libération de neuropeptides, au niveau des fibres efférentes des voies
respiratoires (Lindsay and Harmar, 1989), et I'activation des cellules dendritiques par le NGF
et le BDNF pourrait initier la réponse inflammatoire provoquée par une sensibilisation
allergique. Ainsi, une étude a montré que la stimulation par le NGF et le BDNF de cellules
dendritiques issues de patients asthmatiques, entraine la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, I'activation de la prolifération des lymphocytes T et, par conséquent,

I"activation de la voie de type Th2 (Noga et al., 2007).
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Figure 11 : Interactions neuro-immunes dans I'asthme

Les cellules inflammatoires activées sécretent des médiateurs pro-inflammatoires et des
neurotrophines qui agissent directement au niveau des fibres neuro-sensorielles. Ces
terminaisons nerveuses sont alors responsables de la production de neuropeptides tels que
la substance P ou le CGRP entrainant le processus d’inflammation neurogéne qui activent
davantage les cellules inflammatoires.

3. Interactions neuro-immunes et remodelage dans I'asthme

Le remodelage des voies respiratoires dans I'asthme incluent de nombreux changements
structuraux comme I’hyperplasie et la métaplasie de I'épithélium, la fibrose sub-épithéliale,
I’"hyperplasie des cellules musculaires lisses et une augmentation de la vascularisation. Tous
ces changements participent a |'épaississement des parois bronchiques et I'hyperréactivité
des voies respiratoires entrainant une perte progressive et irréversible de la capacité
respiratoire (Tang et al., 2006). Plusieurs études ont montré I'implication des neurotrophines
dans le remodelage des voies respiratoires en favorisant la migration des fibroblastes
impliqués dans la réparation des tissus (Kohyama et al., 2002), la prolifération et la migration
des cellules musculaires lisses et la sécrétion de MMP (Freund-Michel et al., 2006) (Dagnell
et al., 2007), entrainant ainsi 'augmentation de I’hyperréactivité des voies respiratoires (Yao
et al.,, 2005). D’autres études ont aussi montré le réle des neurotrophines in vitro, en
particulier le NGF, sur la différentiation des fibroblastes en myofibroblastes (Micera et al.,
2001) ainsi que sur I'augmentation de la synthese de collagéne par les fibroblastes (Nithya et

al., 2003).
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IV. Objectifs de la these

Suite a I'inflammation des voies respiratoires, il a été montré que I'absence de NTN chez les
souris entraine une augmentation du nombre d’éosinophiles autour des bronchioles et dans
les lavages broncho-alvéolaires (Michel et al., 2011). De plus, une forte sécrétion de
cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13) est retrouvée dans les lavages broncho-alvéolaires,
les poumons et les ganglions lymphatiques médiastinaux restimulés in vitro avec de I'OVA
chez les souris NTN7/- par rapport aux souris sauvages. L’hyperréactivité des voies
respiratoires supérieures, en réponse a la métacholine, est également augmentée chez les
souris NTN7/" comparées aux souris sauvages. Finalement, il a été montré que lors d’un
protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires, I'addition de NTN - avant chaque
stimulation avec de 'OVA - permet de diminuer l'infiltration d’éosinophiles dans les lavages
broncho-alvéolaires ainsi que la sécrétion de cytokines de type Th2 dans les lavages
broncho-alvéolaires, les poumons et les ganglions médiastinaux restimulés in vitro en
présence d’OVA. Ces résultats suggerent une implication directe de la NTN dans la
modulation de la réponse inflammatoire au niveau des voies respiratoires.
A partir de ces observations, nous avons voulu déterminer par quels mécanismes la NTN
serait capable de contréler I'inflammation et I'hyperréactivité des voies respiratoires en
étudiant :

(i) 'influence de la NTN dans I'inflammation neurogéne des voies respiratoires, suite
a un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de 'OVA.

(ii) 'impact de la NTN au niveau des cellules immunitaires impliquées dans la réponse
inflammatoire suite a I'inflammation aigué des voies respiratoires avec de 'OVA.

(iii) I'implication de la NTN dans l'inflammation aigué des voies respiratoires en
utilisant comme allergéne ’'HDM, plus proche de la pathologie de I'asthme chez I'homme.

(iv) le role de la NTN dans l'inflammation chronique des voies respiratoires,
notamment au niveau des paramétres de I'inflammation et du remodelage des tissus, dans
un modeéle d’asthme allergique chronique induit par de 'OVA.

(v) les propriétés anti-inflammatoires de la NTN in vitro.

(vi) par quelle(s) voie(s) de signalisation la NTN pourrait agir pour diminuer les

parametres de l'inflammation au niveau des voies respiratoires.
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Matériel et méthodes
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|. Matériel

A. Produits chimiques et biologiques
L’anticorps anti-PGP9.5 provient de la société Abcam (Cambridge, Royaume-Uni). La solution
de paraformaldéhyde (PFA) 4% provient de la société Affymetrix (High Wicombe, Royaume-
Uni). Le tampon de réaction « Fast Sybr® Green Mastermix 2X » provient de la société
Applied biosystem (Courtaboeuf, France). La xylasine provient de la société Bayer (Loos,
France). Les solutions « Cytofix », « Cytofix-Cytoperm » et « Perm/Wash », les Kkits
« Cytometric Bead Array » (CBA), I'anticorps purifié anti-IgE et les anticorps anti-IgE, anti-
IgG1 et anti-lgG2a biotinylés proviennent de la société BD Biosciences (Erembodegem,
Belgique). L'acrylamide, le bleu de coomassie et le gel de zymographie « 10% Ready Gel®
Zymogram Gel » proviennent de la société Bio-Rad (Temse, Belgique). L’anticorps anti-CGRP
provient de Biotrend (Koln, Allemagne). L'acide acétique, I'acide sulfurique (H2SOa4), le
chlorure de sodium (NaCl), le dodécylsulfate de sodium (SDS), I’éthanol, la glycine,
I'isopentane, le méthanol et le triton X-100 proviennent de la société Carl Roth (Karlsruhe,
Allemagne). L’isoflurane provient de la société CP-Pharma (Burgdorf, Allemagne).
L’'hématoxyline provient de la société Dako (Glostrup, Danemark). Les solutions d’avidine-
HRP et de tétraméthylbenzidine (TMB), I'anticorps purifié anti-CD16/CD32 de souris, les
plaques ELISA 96 puits « Nunc MaxiSorp® » et le kit « Human/Mouse TGF beta 1 ELISA
Ready-SET-Go! » proviennent de la société eBiosciences (San Diego, CA). Les amorces
utilisées en PCR quantitative proviennent d’Eurofins genomics (Ebersberg, Allemagne). La
kétamine provient de la société Eurovet Animal Healht (Handelsweg, Pays-Bas). L'HDM
provient de la société Greer (Lenoir, NC). Les anticorps « APC AffiniPure F(ab'), Fragment
Goat Anti-Mouse IgG + IgM (H+L) » et « R-Phycoerythrin AffiniPure F(ab'), Fragment Goat
Anti-Rabbit 1gG (H+L) » proviennent de la société Jackson ImmunoResearch (Suffolk,
Royaume-Uni). Les billes « FluoSpheres® Collagen I-Labeled Microspheres », l'eau
« RNAse-free », la laminine et le sérum de cheval proviennent de la société Life technologies
(Europe B. V., Gent, Belgique). Le tampon de lyse ACK, I’"HBSS et le PBS stérile proviennent de
la société Lonza (Leusden, Pays-Bas). L’anticorps anti-actine, les anticorps secondaires
couplés au Cy3 et la benzonase proviennent de la société Merk Millipore (Bruxelles,
Belgique). L'« auto MACS running buffer » et le kit « CD4+ T Cell Isolation Kit, mouse »

proviennent de la société Miltenyi Biotec (Leiden, Pays-Bas). L'ultroser-G provient de la
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société Pall Corporation (St-Germain en Laye, France). Les oligo dT et les kits d’extraction
d’ARN « Rneasy minikit » et « RNeasy midikit » proviennent de la société Qiagen (Venlo,
Pays-Bas). L’IL-2, I'anticorps « Mouse Anti-Human Ret Monoclonal Antibody », la NTN
recombinante de souris et le kit ELISA « Substance P Parameter Assay Kit » proviennent de la
société R&D Systems (Louvain, Belgique). La dispase I, l'inhibiteur de protéase et le
midazolam proviennent de la société Roche (Mannheim, Allemagne). L'albumine sérique
bovine (BSA), I'azide de sodium (NaNs), la capsaicine, le chlorure de calcium (CaCly), le
chlorure de magnésium (MgCly), le cinnamaldéhyde, le collagene humain de type IV, 'EDTA,
I’éosine, I'hépes, I'hydroxyde d’aluminium (AI(OH)s3), I'insuline, la laminine, la muscarine, le
NP-40, 'OVA (grade V), la poly-L-lysine, le sucrose, le Tris-HCl, le « Trizma Base » (Tris), le
Tween-20, le kit « Trichrome stain Masson kit » et le liquide de montage « Fluoromount™
Agueous Mounting Medium » proviennent de la société Sigma-Aldrich (Bornem, Belgique).
Les déoxynucléoside triphosphate (dNTP), la Reverse Transcriptase et le tampon de réaction
5X sont issus du kit « PrimeScrip Reverse Transcriptase » provenant de la société TAKARA
(Shiga, Japon). Le GM-CSF murin, I'lL-4 murine, le TNF-ot murin ainsi que le « Lympholyte
mammal » proviennent de la société Tebu-bio (Boechout, Belgium). Les solutions « GelCode
Blue Stain Reagent », « West femto chemiluminescent kit » et « Restore™ Western Blot

Stripping Buffer » proviennent de la société Thermofischer (Erembodegem-Aalst, Belgique).

B. Milieux de culture et solutions
Le MEM provient de la société Gibco, le DMEM, le RPMI et le PBS stérile proviennent de la
société Lonza et les milieux Ham’s F-12 et Leibovitz’s L-15 proviennent de la société Life
technologies.
Les différents milieux de culture utilisés ont été complémentés avec une solution de
pénicilline-streptomycine  (Sigma-Aldrich), du sérum de veau foetal (SVF), du
B-mercaptoéthanol, de I'hépés, du Glutamax™-| 100X (Life Technologies). La composition

spécifique de ces milieux est détaillée dans le Tableau 1.

60



Milieux Composition

DMEM (Lonza) 10 % de SVF
100 U/mL de pénicilline
100 uM/mL de streptomycine
1 % Hépes
1 % Glutamax™-| 100X
0,1% B-mercaptoéthanol
Ham’s F12 (Gibco) complet 15 % de SVF
100 U/mL de pénicilline
100 uM/mL de streptomycine
1 % Hépes
1 % Glutamax™-I 100X
Leibovitz’s L-15 (Gibco) complet 10 % de SVF
100 U/mL de pénicilline
100 uM/mL de streptomycine
RPMI (Lonza) complet 10 % de SVF
100 U/mL de pénicilline
100 uM/mL de streptomycine
1 % Hépés
1 % Glutamax™-I 100X
0,1% B-mercaptoéthanol
Milieu de culture complet pour les 1:1 DMEM : Ham'’s F-12
cellules LA-4 en « transwell » 5% SVF
100U/mL de pénicilline
100uM/mL de streptomycine
0,1% Insuline
Milieu USG complet pour les cellules  1:1 DMEM : Ham’s F-12
LA-4 en « transwell » 100U/mL de pénicilline
100uM/mL de streptomycine
2% Ultroser-G
Tableau 1 : Composition des différents milieux de culture utilisés lors des expériences

Différentes solutions ont été préparées au laboratoire et utilisées dans les expériences

décrites dans ce chapitre. Leur composition est détaillée dans le Tableau 2.
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Solutions Composition

Phosphate Buffer Saline (PBS) NaCl 137 mM
Na2HPO410 mM
KH2P0O41,76 mM
KCl 2,7 mM
Phosphate Buffer (PB) 0,2M - pH7,4 230 mL de NaH;P0O4x2H,0 0,2 M
770 mL de Na;HPO4x2H,0 0,2 M
Tris-buffered saline (TBS) Tris 20 mM
NaCl 150 mM

Tableau 2: Composition des solutions préparées au laboratoire et utilisées lors des
expériences
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Il. Expérimentation animale

Toutes les procédures effectuées sur les animaux ont été approuvées par le « National
Animal research authority » et réalisées dans le respect des lois Européennes en vigueur.

Les souris C57BL/6 (sauvages) proviennent de la société « Harlan » (Horst, The Netherlands)
et les souris immuno-déficientes B6.129S7-Ragltm1Mom/J (Rag”’") des « laboratoires
Jackson » (Bar Harbor, ME). Les souris NTN7- (sur fond génétique C57BL/6) proviennent du
laboratoire Milbrandt du Professeur Jeffrey Milbrandt de la faculté de médecine de
Washington, St Louis, MO.

Les souris ont été hébergées dans lI'animalerie du laboratoire et maintenues dans un
environnement exempt d’agents pathogenes («specific pathogen-free»), selon un cycle
jour/nuit constant, a une température et un taux d’humidité constant. Elles ont recu a boire
et a manger a volonté. Elles ont été utilisées agées de 6 a 8 semaines pour les différentes

expériences.

A. Induction d’une inflammation aigué des voies respiratoires avec de
I’OVA
Des souris C57BL/6 et NTN”- sont sensibilisées par injection intra péritonéale (I.P.) & jours 0,
14 et 21 avec 20 pg d’OVA additionné de 2,25 mg d’Al(OH)s (utilisé comme adjuvant) dans un
volume total de 200 UL (appelées souris OVA par la suite). Elles sont ensuite stimulées par
des instillations nasales (I.N.) avec 50 uL d’OVA (10 mg/mL) a jours 27, 28 et 29 aprés une
rapide anesthésie par inhalation d’isoflurane. Les souris C57BL/6 et NTN”/- servant de
témoins négatifs sont immunisées avec du PBS additionné de 2,25 mg d’Al(OH)s et stimulées
avec du PBS (souris PBS). Les souris sont sacrifiées a jour 30 sous anesthésie générale
(injection I.P. de 100 uL/10 g du mélange Kétamine — 80 mg/kg, Xylasine — 10 mg/kg et

Midazolam 2,5 mg/kg) par d’une ponction de sang intracardiaque (Figure 12).
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Injections [.P. d'OVA/AIOH3 ou de PBS/AIOH3 I.N. d’'OVA ou de PBS

’\ I T T .[ I I > Jour 30: Sacrifice

Souris C57BL/6
Souris NTN Jour @ Jour14  Jour 21 Jours 27, 28 et 29

Figure 12 : Protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de 'OVA

Des souris sauvages et NTN”" sont sensibilisées par injection I.P. & jours 0, 14 et 21 avec de
I’OVA additionné d’Al(OH)s puis stimulées par I.N. avec de 'OVA a jours 27, 28 et 29 avant
d’étre sacrifiées un jour plus tard. Les souris servant de témoins négatifs sont immunisées
avec du PBS additionné d’Al{OH)s et stimulées avec du PBS.

B. Induction d’une inflammation aigué des voies respiratoires avec de
I'HDM
Des souris C57BL/6 et NTN” sont sensibilisées & jour O par instillation nasale aprés une
rapide anesthésie par inhalation d’isoflurane avec 1 nug d’HDM dans un volume total de
50 pL de PBS (appelées souris HDM par la suite). Elles sont ensuite stimulées par instillations
nasales avec 10 ug d’HDM dans un volume total de 50 pL de PBS de jour 7 a 11. Les souris
C57BL/6 et NTN7- servant de témoins négatifs sont sensibilisées et stimulées avec du PBS
(souris PBS). Les souris sont ensuite sacrifiées a jour 14 sous anesthésie générale (injection

I.P. de 100 uL/10 g du mélange d’anesthésiants) par d’une ponction de sang intracardiaque

(Figure 13).
I.N. avec 1yg d’"HDM cu de PBS I.N. avec 10ug d'"HDM ou de PBS
.-\ = Jour 14: Sacrifice
Souris C57BL/6 I I I I T
Souris NTN”* lour © Jours7, 8,9, 10et 11

Figure 13 : Protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de 'HDM

Des souris sauvages et NTN7- sont sensibilisées par I.N. & jour 0 avec 1 ug d’HDM puis
stimulées par I.N. avec 10 ug d’HDM de jours 7 a 11 avant d’étre sacrifiées trois jours plus
tard. Les souris servant de témoins négatifs sont sensibilisées stimulées avec du PBS.
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C. Induction d’une inflammation chronique des voies respiratoires avec

de 'OVA

Des souris C57BL/6 et NTN”- sont sensibilisées par injection I.P. a jours 0, 7, 14 et 21 avec 20
pg d’OVA et 2.25 mg d’Al(OH)s dans un volume total de 200 uL (souris OVA). Elles sont
ensuite stimulées par instillations nasales avec 50 uL d’OVA (10 mg/mL) a jours 27, 29, 30,
34, 37, 41, 44, 48, 51 et 55 aprés une rapide anesthésie par inhalation d’isoflurane. Les
souris servant de témoins négatifs sont sensibilisées et stimulées avec du PBS (souris PBS).
Les souris C57BL/6 et NTN”- sont sacrifiées a jour 58 sous anesthésie générale (injection I.P.
de 100 pL/10 g du mélange d’anesthésiants) par d’une ponction de sang intracardiaque

(Figure 14).

Injections I.P. 'OVA/AIOH3 ou de PBS/AIOH3 I.N. d"OVA ou de PBS

e T o

Souris C57BL/6
Souris NTN”

Jour 0 Jour7 Jour 14 Jour 21 Jours 27, 29, 30, 34, 37,41,44, 48, 51 et 55

Figure 14 : Protocole d’inflammation chronique des voies respiratoires avec de I'OVA

Des souris sauvages et NTN7" sont sensibilisées par injection I.P. a jours 0, 7, 14 et 21 avec de
I’OVA additionné d’AlI(OH)s puis stimulées par I.N. avec de I'OVA a jours 27, 29, 30, 34, 37,
41, 44, 48, 51 et 55 avant d’étre sacrifiées trois jours plus tard. Les souris servant de témoins
négatifs sont immunisées avec du PBS additionné d’Al(OH)s et stimulées avec du PBS.

D. Transfert de lymphocytes T CD4* dans les souris Rag”"
Des souris C57BL/6 et NTN”- donneuses sont sensibilisées par injection I.P. a jours 0, 7 et 14
avec 20 ug d’OVA et 2.25 mg d’Al(OH)s dans un volume total de 200 UL (souris OVA). Les
souris C57BL/6 et NTN”" servant de témoins négatifs sont sensibilisées avec du PBS (souris
PBS). Les souris sont sacrifiées a jour 20 sous anesthésie générale (injection |.P. de
100 uL/10 g du mélange d’anesthésiants) et les lymphocytes T CD4+ issus de la rate sont
purifiés (voir paragraphe 5.c.). Les cellules sont lavées deux fois avec du PBS avant d’étre
resuspendues a une concentration de 102 cellules/mL dans du DMEM stérile. Un volume de
100 UL de cette suspension cellulaire est alors injectée en intraveineux (I.V.) au niveau de la

veine caudale de la queue des souris Rag’ sous anesthésie générale par inhalation
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d’isoflurane. Les souris Rag”" ayant recu des lymphocytes T CD4+ issus de souris OVA sont
alors stimulées par instillations nasales avec 50 puL d’OVA (10 mg/mL) a jour 34, 35 et 36
aprés une rapide anesthésie par inhalation d’isoflurane. Les souris Rag”" servant de témoins
négatifs ayant recu des lymphocytes T CD4+ issus de souris PBS sont stimulées avec du PBS.
Les souris sont sacrifiées a jour 37 sous anesthésie générale (injection I.P. de 100 uL/10 g du

mélange d’anesthésiants) suivie d’une ponction de sang intracardiaque (Figure 15).

Injections |.P. d'OVA/AIOH3 ou de PBS/AIOH3

’_\ Jour 20: Purificaziondes
] T I lymphocytes T CD4+ de Iz
Souris C57BL/6 rate

Scuris NTH™ Jour 0 Jour? Jour 14

Injection V. de TCD4+ C57BL/6 ou NTN

’\ I.N. d'CVA ou de PBS

Jour 37: Sacrifice
Souris Rag™" I I

Jours 34, 35 et 36

Figure 15 : Protocole de transfert de lymphocytes T CD4+ dans les souris immuno-déficientes
Rag”’

Des souris sauvages et NTN” sont sensibilisées par injection I.P. & jours 0, 14 et 21 avec de
I’OVA additionné d’AlI(OH)s puis sacrifiées six jours plus tard. Les lymphocytes T CD4+ issus
des souris sauvages et NTN7 OVA sont purifiés puis injectés en I.V. dans les des souris Rag™".
Ces souris sont alors stimulées par I.LN. a jours 34, 35 et 36 avec de I'OVA avant d’étre
sacrifiées un jour plus tard. Les souris servant de témoins négatifs sont immunisées avec du
PBS additionné d’Al(OH)s. Les lymphocytes T CD4+ issus des souris sauvages et NTN/- PBS
sont alors injectés en I.V. dans les des souris Rag”". Ces souris sont alors stimulées par I.N. de
PBS.
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lll. Prélevement et préparation des échantillons

A. Sérum
Le sang est prélevé par ponction intracardiaque puis centrifugé 20 min a 16000 g a 4°C afin
de récupérer le sérum pour mesurer le taux d’lg spécifiques de I'allergéne, en particulier les

IgE, 1gG1 et IgG2a, par ELISA (voir paragraphe IV. D.).

B. Lavages broncho-alvéolaires et poumons

Les lavages broncho-alvéolaires sont réalisés par insertion d’'une canule dans la trachée des
souris. Le premier lavage est réalisé avec 600 pL de solution de lavage (5% (m/V) BSA,
inhibiteur de protéase 1X, PBS) suivi par deux autres lavages avec 600 UL de PBS. Apres
centrifugation pendant 5 min a 1500 rpm, le surnageant du premier lavage est prélevé et
congelé a -80°C pour une analyse ultérieure par CBA du taux de cytokines sécrétées. Les
cellules des 3 lavages sont regroupées, comptées et marquées pour une analyse par
cytométrie de flux.

Les poumons sont prélevés, coupés en petits morceaux et incubés 1 h a 37°C dans une
solution de digestion (3 pL Benzonase, 200 uL Collagénase I, 15 uL MgCl, 1 M, PBS qgsp 15
mL), avant d’étre passés sur un tamis de 40 um. Les cellules sont alors lavées avec du DMEM
complet et centrifugées 5 min a 1500 rpm. Les globules rouges sont lysés par ajout de la
solution ACK pendant 1 min puis les cellules sont lavées avec du DMEM complet et
centrifugées 5 min a 1500 rpm avant d’étre resuspendues dans le milieu qui convient.

Pour certains protocoles, les poumons ont été prélevés, immédiatement congelés dans de
I'isopentane refroidi a -80°C et conservés a -80°C pour les extractions d’ARN, ou fixés dans

une solution de PFA 4% pour I'analyse histologique des tissus.

C. Trachée

Apres dissection des tissus superficiels entourant la trachée, une partie de la trachée est
prélevée et conservée sur glace dans du MEM. Le dispositif permet d’installer 4 segments de
trachée en paralléle. Chaque section trachéale est reliée de chaque c6té a un crochet en
acier inoxydable et placé dans une cuve a organe de 15mL perfusée en continu par du MEM
aéré (95% 0, — 5% COy) et chauffé a 37°C. Un des deux crochets est relié a un transmetteur

de force isométrique (Hugo Basile, Gemonio, Italy) tandis que le second est relié a un poids
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permettant d’équilibrer le segment de trachée a une tension initiale de 0,5 g pendant
30 min. Des électrodes raccordées a un stimulateur électrique sont placées de part et
d’autre des segments de trachée. Les segments de trachée sont alors stimulés par un
courant électrique (10 V, 150 mA pendant 2 ms) de fréquence croissante (4, 10, 40 et
100 Hz) permettant la création d’'une courbe de contraction musculaire en réponse a une
stimulation électrique. Par la suite, ils sont stimulés par des doses croissantes de muscarine
(de 5x 108M a 2,5 x 107 M) permettant la création d’une courbe de contraction musculaire
en réponse a l'excitation des fibres nerveuses parasympathiques. Les données sont
enregistrées et analysées grace au logiciel « LabChart 7 » (ADInstruments, Spechbach,

Allemagne).

D. Ganglions de la racine dorsale
Aprés avoir découpé délicatement la partie dorsale de la colonne vertébrale, les ganglions
sont excisés tout au long de la racine dorsale puis incubés 30 min a 37°C au bain-marie dans
une solution de digestion (2mg/mL Collagénase I, 2mg/mL Dispase Il, HBSS). La dissociation
des ganglions est facilitée par plusieurs cycles d’aspiration-refoulement a I'aide de pipettes
Pasteur de diamétres inférieurs a chaque nouveau cycle. Les cellules sont alors lavées deux
fois avec du milieu Leibovitz’s L-15 complet, centrifugées 3 min a 1000 rpm et resuspendues
dans du milieu complet. Un volume de 5 L de cette suspension cellulaire est déposé sur des
lamelles en verre préalablement traitées a la poly-L-lysine et a la laminine pour faciliter
I’adhésion des cellules. Elles sont ensuite incubées 24 h a 37°C dans une chambre humide
sans CO; avant d’étre activées avec des doses croissantes (10nM, 100nM, 1uM) de
capsaicine, de cinnamaldéhyde ou d’éthanol comme controle négatif. Les surnageants de ces
culture sont prélevés et conservés a -80°C pour doser par ELISA le taux de substance P

secrétée.

E. Rate et ganglions lymphatiques médiastinaux
La rate et les ganglions lymphatiques médiastinaux des souris PBS/OVA sont récupérés dans
du DMEM complet et filtrés sur un tamis de 40 um. Les cellules sont lavées avec du DMEM
complet et centrifugées 5 min a 1500 rpm. Les globules rouges sont lysés par ajout de la

solution ACK pendant 1 min. Les cellules sont lavées avec du DMEM complet et centrifugées
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5 min a 1500 rpm, puis resuspendues dans du milieu complet et comptées. Elles sont mises
en culture dans des plaques 24 puits a une concentration de 5 x 10° cellules/1mL/puits dans
du DMEM complet additionné de 1000 U/mL d’IL-2 et restimulées avec 200 pug/mL d’OVA.
Pour les souris PBS/HDM, les cellules des ganglions lymphatiques médiastinaux sont
cultivées a une concentration de 2 x 10° cellules/mL dans 500uL/puits de DMEM complet
additionné de 1000 U/mL d’IL-2 restimulées avec 15 ug/mL d’"HDM.

Apres 4 jours de culture a 37°C — 5% CO,, les surnageants de culture sont récupérés et

conservés a -80°C pour doser le taux de cytokines secrétées par CBA.

F. Purification des lymphocytes T CD4+
Les cellules de rate sont resuspendues dans de |'« autoMACS running buffer ». Les
lymphocytes T CD4* sont alors purifiés par sélection négative grace au « CD4+ T Cell Isolation
Kit, mouse » selon les instructions du fabricant. Brievement, les cellules sont incubées
pendant 15 min a 4°C avec un cocktail d’anticorps couplés a la biotine (CD8a, CD11b, CD11c,
CD19, CD45R (B220), CD49b (DX5), CD105, Anti-MHC-class Il, Ter-119 and TCRy/§), puis
10 min avec des microbilles magnétiques anti-biotine avant d’étre passées sur une colonne
magnétiqgue MACS. Les lymphocytes T CD4+ non retenus sur la colonne sont alors lavés,
centrifugés et resuspendus dans le milieu qui convient. La pureté des lymphocytes T CD4+
est analysée par cytométrie de flux et montre un pourcentage de cellules CD3 positif — CD4

positif supérieur a 90%.

G. Culture primaire de cellules dendritiques issues de la rate

Les cellules de rate de souris naives sont resuspendues dans du milieu complet et comptées.
Elles sont mises en culture dans des plaques 6 puits a une concentration de 10’
cellules/3mL/puits dans du DMEM complet additionné de 10 ng/mL de GM-CSF murin

pendant 14 jours a 37°C — 5% CO,. La moitié du milieu est remplacé deux fois par semaine.

H. Culture primaire de cellules dendritiques dérivées de la moelle

osseuse
La moelle osseuse des fémurs et tibias de souris C57BL/6 ou NTN”" naives est récupérée a

I'aide d’une seringue dans du RPMI complet puis passée sur tamis de 40 um. Les monocytes
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et granulocytes sont séparés grace a un gradient de densité « Lympholyte mammal ».
L'anneau cellulaire est récupéré et lavé dans du RPMI complet et centrifugé 5 min a
1500 rpm. Les cellules sont resuspendues dans du RPMI complet, comptées, puis mises en
culture dans des plaques 6 puits a une concentration de 10’ cellules/3mL/puits dans du
RPMI complet. Elles sont incubées pendant 2 h a 37°C — 5% CO; avant d’étre lavées 2 fois
avec du HBSS préchauffé afin d’éliminer les cellules non-adhérentes. Les cellules sont
finalement cultivées pendant 5 jours avec du RPMI complet complémenté avec 20 ng/mL de
GM-CSF murin et 20 ng/mL d’IL-4 murine. Elles sont ensuite récupérées et lavées avec du
RPMI complet. Elles sont centrifugées pendant 5 min a 1500 rpm puis resuspendues dans du
RPMI complet et remises en culture dans le méme nombre de puits pendant encore 2 jours

avec 20 ng/mL de GM-CSF murin.

l. Culture de la lignée cellulaire LA-4
La lignée cellulaire LA-4 (European Collection of Cell Cultures - ECAAC, Salisbury,
Royaume-Uni) est une lignée de cellules épithéliales issue d’un adénome pulmonaire de
souris qui présentent des caractéristiques de pneumocytes de type 2. Elles sont cultivées en
flasques dans du milieu Ham’s F-12 complet et passées 2 fois par semaine a une dilution de
1/3 a 1/5 selon les recommandations du fournisseur. Afin de mimer I'organisation d’un
épithélium respiratoire, les cellules sont resuspendues dans du milieu de culture et
ensemencées a raison de 5 x 10° cellules par « Transwell » préalablement adsorbés avec 100
uL de collagene humain de type IV (0,5 mg/mL). La partie basale est également remplie avec
ce milieu de culture. Elles sont ensuite incubées pendant 4 jours a 37°C — 5% CO; avant
d’étre passées dans un systeme de culture « interface air-liquide ». Le milieu est enlevé du

cOté apical tandis qu’il est changé du coté basal par du milieu USG.

J. Tests cellulaires

1. Test de phagocytose

En fin de culture, les cellules dendritiques issues de la moelle osseuse ou de la rate sont
récoltées, lavées dans du RPMI complet et centrifugées 5 min a 1500 rpm. Elles sont
resuspendues dans 100 UL de milieu complet a une concentration de 10° cellules/mL dans

une plaque de culture 96 puits. Les cellules sont incubées a 37°C — 5% CO; (ou a 4°C pour les
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cellules servant de controle négatif) pendant 1 h en présence de billes fluorescentes, de 1um
de diamétre, a un ratio de 20 billes pour 1 cellule dendritique. La phagocytose est stoppée
par I'addition de PBS froid. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois dans du tampon FACS froid,
centrifugées 5 min a 1500 rpm a 4°C, et resuspendues dans 100 puL de tampon FACS froid
avant d’étre marquées par des anticorps pour analyser la phagocytose au cytomeétre de flux

FACS Canto (BD Biosciences).

2. Co-culture de cellules dendritiques et lymphocytes T CD4+

Aprés 8 jours de culture, les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse sont
récoltées, lavées dans du RPMI complet et centrifugées 5 min a 1500 rpm. Elles sont
resuspendues dans du milieu complet complémenté de 10 ng/mL de TNF-o murin et
redistribuées a une concentration de 3x10* cellules/100uL dans une plaque de culture
96 puits. Les cellules sont incubées a 37°C — 5% CO, en présence de 200 ug/mL d’OVA
pendant 2 jours. En paralléle, des lymphocytes T CD4+ sont purifiés a partir de la rate ou des
ganglions lymphatiques médiastinaux de souris OVA ayant subi un protocole d’inflammation
aigué des voies respiratoires. lls sont lavés dans du RPMI complet et centrifugés 5 min a
1500 rpm. Les lymphocytes T CD4+ sont resuspendus et 10° cellules sont alors ajoutées aux
3x10* cellules dendritiques aprés 48h d’activation. Cette co-culture est incubée pendant
4 jours a 37°C — 5% COz avant de prélever les surnageants de culture afin de doser le taux de

cytokines sécrétées par CBA.
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IV. Cytométrie en flux

A. Marquage extracellulaire des récepteurs de surface
Les cellules sont centrifugées 5 min a 1500 rpm et 10° cellules sont resuspendues dans
100 pL de tampon FACS (2% SVF, PBS). Elles sont ensuite incubées pendant 5 min avec un
anticorps purifié anti-CD16/CD32 de souris afin de bloquer la partie Fc de 1gG a la surface des
cellules. Elles sont alors marquées pendant 20 a 30 min, a 4°C et a 'abri de la lumiere avec
différents anticorps couplés a des fluorochromes (Tableau 3) avant d’étre lavées avec du
tampon FACS, centrifugées 5 min a 1500 rpm et resuspendues dans 100 pL de tampon FACS.
Dans certain cas, les cellules sont fixées avec un tampon de fixation « Cytofix » pendant
15 min a 4°C a l'abri de la lumiére, lavées avec du tampon FACS, centrifugées 5 min a
1500 rpm et resuspendues dans 100 puL de tampon FACS. Les cellules marquées sont alors
passées dans un cytomeétre de flux FACS Canto (BD Biosciences). Les données sont analysées

grace au logiciel « BD FACS Diva 7.0 » (BD Biosciences Franklin Lakes, NJ).

PE-Cy7 APC

Phénotypage des cellules

CD80 CD11c CD86  CMHII Live/Dead
dendritiques
Test de phagocytose Billes CD11c Live/Dead
% de pureté des T CD4+ CD3 CD4  Live/Dead
Lavage broncho-alvéolaire

CD3 Gr-1 CD11c CD19 NK1.1 Live/Dead
(Inflammation aigué HDM)
Lavage broncho-alvéolaire
(Inflammation chronique CD19 Gr-1 CD3 NK1.1 CD1lc Live/Dead
OVA)
Lavage broncho-alvéolaire

Gr-1 CD11c CD3 CD4 Live/Dead

(Transfert des T CD4+)

Tableau 3 : Anticorps utilisés pour les marquages extracellulaires en fonction de leur
couplage aux fluorochromes.
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CD80-FITC (BD Biosciences) ; CD3-FITC, CD3-PerCP-Cy5.5, CD11c-PerCPCy5.5, CD86-PE-Cy7
(BioLegend — San Diego, CA) ; CD19-FITC, CD4-APC (Immunotools - Friesoythe, Allemagne) ;
Grl-PE, CD3-PE-Cy7, CD19-PECy7, NK1.1-PE-Cy7, CD11c-APC, CMHII-APC (eBioscience) ;
Live/Dead® Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit (Invitrogen - Paisley, Royaume-Uni).

La composition cellulaire des lavages broncho-alvéolaires est analysée en suivant la méthode
décrite par van Rijt et al., ((van Rijt et al., 2004)). Les diverses sous populations de cellules
sont sélectionnées en Side Scatter (SSC) / Forward Scatter (FSC), les doublets étant exclus en
SSC-A/SSC-H. Seules les cellules vivantes (APC-Cy7 négatives) sont analysées. Parmi ces
cellules, la fenétre Gr-1 contre CD11c permet de distinguer différentes populations : les
lymphocytes (Gr-1 négatifs — CD11c négatifs), les cellules dendritiques (Gr-1 négatifs - CD11c
intermédiaires), les macrophages (Gr-1 négatifs - CD11c positifs), les éosinophiles (Gr-1
intermédiaires - CD11c négatifs) et les neutrophiles (Gr-1 positifs - CD11c négatifs). Parmi les
lymphocytes, la fenétre CD3 contre CD19 permet de différencier les lymphocytes T (CD3
positifs - CD19 négatifs) des lymphocytes B (CD3 négatifs - CD19 positifs). De plus, la fenétre
CD3 contre NK1.1 permet de distinguer les cellules « Natural Killer » (CD3 négatifs - NK1.1
positifs). Enfin, la fenétre CD3 contre CD4 permet de distinguer les lymphocytes T CD4+ (CD3
positifs — CD4 positifs).

B. Marquage intracellulaire du récepteur transmembranaire RET
Aprés le marquage extracellulaire des cellules par I'anticorps anti-CD19 et le « Live-Dead »,
les cellules sont lavées avec du tampon FACS et centrifugées 5 min a 1500 rpm a 4°C. Elles
sont ensuite resuspendues dans 100 uL de tampon de fixation/perméabilisation
« Cytofix-Cytoperm » pendant 15 min a 4°C puis lavées avec le tampon de lavage
« Perm/Wash ». Les cellules sont centrifugées 5 min a 1500 rpm puis resuspendues dans
100 pL de Perm/Wash avant d’étre marquées pendant 20 min a 4°C et a I’abri de la lumiére
avec l'anticorps « APC AffiniPure F(ab'), Fragment Goat Anti-Mouse 1gG + IgM (H+L) ». Les
cellules sont alors lavées avec du Perm/Wash, centrifugées 5 min a 1500 rpm puis
resuspendues dans 100 pL de Perm/Wash avant d’étre marquées pendant 20 min, a 4°Cet a
I'abri de la lumiére avec l'anticorps spécifique « Mouse Anti-Human Ret Monoclonal

Antibody » ou son isotype contrdle. Les cellules sont lavées avec du Perm/Wash,
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centrifugées 5 min a 1500 rpm a 4°C et resuspendues dans 100 uL de Perm/Wash. Les
cellules sont ensuite incubées 20 min a 4°C et a 'abri de la lumiére avec un anticorps
secondaire « R-Phycoerythrin AffiniPure F(ab'), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) ». Les
cellules sont finalement lavées deux fois avec du Perm/Wash, centrifugées 5 min a 1500 rpm
a 4°C et resuspendues dans 100 pL de tampon FACS avant d’étre passées dans un cytomeétre
de flux FACS Canto. Les données sont analysées grace au logiciel « Flowlo » (Tree Star inc,
Ashland, OR).

L’analyse de I'expression de RET est réalisée sur les cellules de poumons de souris sauvages
et NTN”- suite & un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de I'OVA.
Ces cellules sont sélectionnées en SSC/FSC et les doublets étant exclus en SSC-A/SSC-H.
Parmi les cellules vivantes (APC-Cy7 négatives), les lymphocytes B (CD19 positifs) et les

cellules marquées de facon aspécifique (APC positives) sont exclus.

C. Dosage des cytokines par « Cytometric Bead Array » (CBA)

Les taux de cytokines IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IFN-y, KC et TNF-o. sont mesurées par des kits CBA
selon les instructions du fabricant. Brievement, les surnageants de culture sont incubés 1 h a
I’abri de la lumiére avec un mélange de billes couplées a un anticorps reconnaissant de fagon
spécifique les cytokines ciblées. lls sont ensuite incubés 1 h avec le réactif de détection avant
d’étre lavées, centrifugées 10 min a 200 g et resuspendues dans la solution de lavage. En
paralléle, une courbe standard est réalisée pour chaque cytokine en suivant la méme
procédure. Les échantillons sont alors passés au cytomeétre de flux FACS Canto. Les données

sont analysées grace au logiciel « FCAP Array™ 3.0 » (Soft Flow Inc., Pecs, Hongrie).
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V. Histologie

A. Histochimie

Les organes prélevés sont fixés dans une solution de PFA 4% pendant 24 h avant d’étre lavés
avec du PBS puis inclus dans un bloc de paraffine. Des coupes de 6 um d’épaisseur sont
réalisées au microtome (SLEE Medical) et sont ensuite déparaffinées puis réhydratées grace
a des bains successifs de xylene 100% (2 x 10 min), d’éthanol 100% (5 min), d’éthanol 95% (5

min), d’éthanol 70% (5 min) et d’éthanol 50% (5 min) selon un protocole standard.

1. Marquage Hématoxyline-Eosine

Les coupes sur lames sont colorées avec de I’hématoxyline pendant 10 a 15 secondes, puis
avec de I'éosine pendant 1 min puis déshydratées dans un bain d’éthanol 100% (3 min) suivi
d’un bain de xyléne 100% (5 min). Les coupes sont finalement montées avec lamelles a I'aide
de liquide de montage « Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium » et observées au
microscope Leica couplé a un appareil photo (DMI 6000B) afin de visualiser I'infiltration des

cellules immunitaires au niveau des bronchioles.

2. Marguage trichrome de Masson

Les coupes de poumons sont colorées grace au kit « Trichrome stain Masson kit » selon les
instructions du fabricant afin de visualiser le collagene autour des bronchioles. Brievement,
les coupes ont été déparaffinées puis réhydratées comme décrit précédemment puis rincées
a l'eau. Elles sont ensuite colorées avec différents colorants : de I’"hématoxyline pendant
5 min et une solution écarlate de Biebrich-fuschine pendant 5 min. Les coupes sont rincées a
I’eau entre chaque coloration. Elles sont ensuite plongées dans un bain d’une solution 1
(1 volume d’acide phosphotungstique, 1 volume d’acide phosphomolbidique, 2 volumes
d’H,0) pendant 5min, de Bleu d’Anhiline pendant 5min, d’une solution 2 (1% acide acétique,
H.0) et rincées a l'eau. Les coupes sont alors déshydratées dans des bains successifs
d’éthanol 95% (3 min), d’éthanol 100% (3 min) et de xyléne 100% (3 min). Les coupes sont
finalement montées avec lamelles a l'aide de liquide de montage et observées au

microscope. L'analyse de I'épaisseur du collagene entourant les bronchioles a été mesurée
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en soustrayant le diamétre des bronchioles du diameétre des bronchioles avec le dép6t de

collagéne.

B. Immunofluorescence

L'extrémité de la trachée ainsi que la bifurcation des bronches sont fixées a I'aide de fines
épingles a plat sur une plaque de cire puis immergées dans un tampon de fixation
« Zamboni » (15% Acide picrique, 12.5% PFA, PB 0.1M gsp 1L) toute la nuit a 4°C. Les
échantillons sont lavés 10 fois pendant 1 h dans du PBS avant d’étre incubés 2 h dans une
solution de perméabilisation (0.3% Triton X-100, PB 0,1 M) puis 2 h dans une solution de
blocage (1% BSA, 4% Sérum de cheval, PB 0,1 M). lls sont ensuite incubés toute la nuit avec
I’anticorps primaire anti-PGP9.5 ou anti-CGRP dilué dans la solution de blocage et a I'abri de
la lumiere puis lavés 5 fois 30 min dans du PB 0,1M. lls sont ensuite incubés toute la nuit
avec I'anticorps secondaire correspondant couplé au Cy3 dilué dans la solution de blocage et
lavés 5 fois 30 min dans du PB 0,1M. Les échantillons sont alors montés avec lamelle a I'aide
de liquide de montage avant d’étre observés au microscope confocal a fluorescence Zeiss

LSM 710.
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VI. Biologie moléculaire

A. Dosage de protéines

La concentration en protéines de chaque échantillon est déterminée par un « Bradford
assay » par rapport a une courbe standard réalisée a partir de BSA. La densité optique (DO) a
595 nm est mesurée par un spectrophotometre et permet de calculer la concentration en

protéines des échantillons.

B. Western Blot

Les échantillons de poumons sont lysés dans du tampon de lyse « RIPA » (0.05% SDS, Tris
50mM pH 7,5, Hépés 20mM pH 7.5, NaCl 150mM, 1% NP-40, EDTA 1mM, Inhibiteurs de
protéases 1X). Aprés séparation des protéines sur un gel d’acrylamide de 15% dans du
tampon de migration (Tris 25mM pH8.3, Glycine 192mM, 0,1% SDS), le transfert des
protéines est effectué dans un « Trans-Blot SD Electrophoretic Transfer Cell » (Bio-Rad)
pendant 30 min a 14 V et 900 mA sur une membrane de polyfluorure de vinylidéne (PVDF).
Cette membrane a été préalablement incubée 15 sec dans du méthanol, rincée 2 min dans
de I'eau et équilibrée pendant 5 min dans du tampon de transfert (Tris 25mM pH8.3, Glycine
192mM, 0,1% SDS, 10% méthanol). La membrane est ensuite rincée dans du TBS-Tween
0,05% (TBS-T), incubée 2 h dans une solution de blocage (5% BSA, TBS-T) puis toute la nuit a
4°C avec l'anticorps primaire anti-ATF3 (Santa-Cruz) dilué a 1/100 dans la solution de
blocage. La membrane est ensuite lavée 4 fois 10 min dans du TBS-T avant d’étre incubée
pendant 2 h avec l'anticorps secondaire, un anti-lgG couplé a I'HRP. La membrane est
ensuite lavée 4 fois 10 min dans du TBS-T avant d’étre révélée a I'aide du kit « West femto
chemiluminescent kit ». Le signal est détecté et analysé grace au systeme « ImageQuant LAS
4000 » (GE HealthCare - Brabant, Belgique). La membrane est alors lavée pendant 10 min
dans du TBS-T puis 15 min dans le tampon « Restore™ Western Blot Stripping Buffer » puis a
nouveau 10 min dans du TBS-T. La membrane est alors incubée pendant 1 h dans la solution
de blocage puis 2 h avec 'anticorps primaire anti-actine dilué a 1/6000. La membrane est
lavée 4 fois 10min dans du TBS-T avant d’étre incubée 1 h avec |'anticorps secondaire, un
anti-IgG de souris couplé a I’'HRP. La membrane est ensuite lavée 4 fois 10 min dans du TBS-T
avant d’étre révélée et analysée comme précédemment. Les bandes correspondantes a la

protéine ATF3 sont normalisées a celles de I’actine a I'aide du logiciel « ImageQuant ».
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C. Zymographie
Les échantillons de poumons sont lysés dans du tampon de lyse « RIPA » (0,05% SDS, Tris
50mM pH 7,5, Hépés 20mM pH 7,5, NaCl 150mM, 1% NP-40, EDTA 1mM, inhibiteur de
protéase 1X). Les échantillons sont chargés sur un gel de gélatine en présence de tampon de
charge (Tris-HCl 0,25M pH 6.8, 0,1% (m/V) Bleu de bromophénol, 2% SDS, 4% sucrose). La
migration des protéines est effectuée a 20 mA pendant 2 h dans du tampon de migration
(Tris-HCI 25mM, Glycine 190mM, 0,1% SDS). Le gel est alors lavé 2 fois 30 min dans du
tampon de lavage (2,5% Triton X-100, H,0) puis rincé dans de I'eau avant d’étre incubé
pendant 18h dans un tampon d’incubation (Tris-HCl 50mM pH 8, CaCl, 5mM, 0.02% NaN3s).
Le gel est ensuite coloré avec la solution « GelCode Blue Stain Reagent » pendant 30 min
puis décoloré 2 fois 30 min dans une solution de décoloration (30% méthanol, 10% acide
acétique, 60% H,0). L'activité de la MMP9 est analysée par densitométrie a I'aide du logiciel

« ImageQuant ».

D. ELISA

1. Immunoglobulines

Les taux d’IgE, d’'IgG1 et d’'IgG2a spécifiques de 'OVA ou de 'HDM sont quantifiés par ELISA
dans le sérum des souris issues des différents protocoles d’inflammation. Des plaques 96
puits sont adsorbées toute la nuit a 4°C avec 15 ug/mL d’HDM, 200 pug/mL d’OVA, ou avec
un anticorps anti-Igk purifié dilués dans du PBS, sont lavées 4 fois avec du TBS-T avant d’étre
incubées avec une solution de blocage (3% BSA, TBS-T) pendant 2 h a température
ambiante. Les plaques sont ensuite lavées 4 fois avec du TBS-T avant d’étre incubées avec les
différents échantillons ou un standard pour les IgE pendant 2 h a température ambiante. Les
plaques sont ensuite lavées 4 fois avec du TBS-T avant d’étre incubées avec des anticorps
anti-Igk, anti-lgG1 ou anti-lgG2a biotinylés dilué dans la solution de blocage pendant 1 h a
température ambiante. Les plaques ont ensuite été lavées 4 fois avec du TBS-T avant d’étre
incubées avec une solution d’avidine-HRP diluée a 1/1000 dans la solution de blocage
pendant 30 min a température ambiante. Les plaques sont ensuite lavées 8 fois avec du
TBS-T avant d’étre incubées avec du TMB. La réaction est stoppée par I'addition d’acide
sulfurique et la DO est mesurée a 450nm par un lecteur de plaque « Versamax microplate

reader » (Molecular devices). La concentration en IgE est déterminée par rapport au
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standard IgE en ng/mL grace au logiciel « VersaMax Pro 6.2.1 » et les taux d’'IgG1 et IgG2a

ont été exprimés en unités arbitraires.

2. TGF-B

Le taux de TGF-B est mesuré dans les lavages broncho-alvéolaires des souris issues de
protocole d’inflammation aigué avec OVA grace au kit « Human/Mouse TGF beta 1 ELISA
Ready-SET-Go! » selon les instructions du fabricant. En résumé, les puits sont incubés avec
un standard et les échantillons dilués dans la solution « RD1-73 » pendant 2 h a température
ambiante. Les puits sont ensuite lavés 4 fois avec la solution de lavage avant d’étre incubés
avec un anticorps anti-TGF-3. Les puits sont a nouveau lavés 4 fois avec la solution de lavage
avant d’étre incubés avec une solution de révélation pendant 30 min a température
ambiante et a I'abri de la lumiéere. La réaction est stoppée par I'addition d’une solution
« Stop ». La DO est mesurée a 450nm par un lecteur de plaque et les concentrations,

exprimées en pg/mL, sont calculées par rapport au standard.

3. Substance P

Le taux de substance P est mesuré dans les surnageant de culture des cellules de ganglions
de la racine dorsale grace au « Substance P Parameter Assay Kit » selon les instructions du
fabricant. En résumé, le standard et les échantillons dilués dans la solution « RD5-45 » sont
incubés dans des puits pré-adsorbés en présence d’une solution d’anticorps primaire et
d’une solution de conjugué de substance P pendant 3 h a température ambiante sous
agitation horizontale. Les puits sont lavés 4 fois avec une solution de lavage avant d’étre
incubés avec une solution de révélation pendant 30 min a température ambiante et a I'abri
de la lumiere. La réaction est stoppée par I'addition d’'une solution « Stop ». La DO a 450 nm
est alors mesurée et les concentrations, exprimées pg/mL, sont calculées par rapport au

standard.

E. Extraction de I’ARN, reverse-transcription et PCR quantitative

L’ARN total est extrait des différents types cellulaire grace au kit « RNeasy minikit » et des

échantillons de poumons grace au kit « RNeasy Lipid tissue » selon les recommandations du
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fabricant. L'ARN est ensuite dosé au « Nanodrop 1000 » (Thermofischer) et sa qualité est
contrblée grace au systeme « Agilent 2100 Bioanalyzer » (Agilent technologies - Diegem,
Belgique). Seuls les échantillons dont la qualité (RNA integrity number — RIN) est supérieure
a 7 (sur une échelle de 0 a 10) sont utilisés dans la suite des expériences. Un microgramme
d’ARN est alors rétrotranscrit en ADNc en utilisant la « Prime Script Reverse Transcriptase »
en présence de dNTP 10uM, d’oligo dT, de tampon de réaction 5X et d’"H,0 qsp 20pL.

La réaction de PCR quantitative est réalisée de la fagon suivante: 10 puL de « Fast Sybr®
Green Mastermix 2X », 10 a 50 ng d’ADNc, 2 uM de chaque amorce et d’H.0 qgsp 20 pL. Les
amorces utilisées pour ces expériences sont décrites dans le Tableau 4. La réaction
d’amplification est effectuée selon les parametres suivants : 20 s a 95°C puis 40 cycles d’1 s a
95°C et 20 s a 58°C ou 59°C selon la température d’hybridation des amorces utilisées. Les
gPCR sont réalisées sur le « ViiA™ 7 Real-Time PCR System » (Life technologies) et analysées
en triplicats grace au logiciel « ViiA™ 7» (Life technologies) selon la méthode de

guantification relative.

Amorce sens Amorce anti sens

GAPDH 5’-GTG GAG TCT ACT GGT GTCTTC-3"  5’-AGT TGT CAT ATT TCT CGT GGT TC-3’
GFRa2 5’-AGG ACA AAG AGA AGC CCA AT-3"  5’-GAC ATG CCT GGT AGT TGT CC-3’
RET 5’- GGT CAA CAA CAA CTC CGT TC-3’ 5’-GAC ACG TTG AAA TGG GAG GAC-3’

ATF3 5’-AGA GTG CCT GCA GAA AGA GTC-3" 5’-GAG GTT CCT CTC GTCTTC-3’

Tableau 4 : Amorces utilisées dans la réaction de PCR quantitative.
Les amorces ont été congues grace a la base de données PubMed NIH.Gov
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VII. Analyses statistiques

Les données sont exprimées en valeurs numériques moyennes avec les déviations standards
a partir d’expériences indépendantes et sont analysées grace au logiciel « Graph Pad
Prism 5.0 ». Le test statistique de comparaison multiple Newman-Keuls (analyse des
variances ou ANOVA) ainsi que des tests t de Student sont utilisés pour déterminer la
signification statistique des données. Toute différence avec une valeur p inférieure a 0,05 est

considérée comme significative.
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Résultats
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l. Implication de la NTN dans I'inflammation neurogene au niveau des

voies respiratoires

Lors de l'inflammation des voies respiratoires, suite a I'exposition a un allergéne, des
neuropeptides sont libérés au niveau des terminaisons nerveuses des fibres nociceptives
innervant la trachée ou les poumons. Ces neuropeptides sont impliqués dans la modulation
de l'inflammation ou inflammation neurogene. Le récepteur GFRa2 étant présent sur ces
terminaisons nerveuses (Heuckeroth et al.,, 1999), I'hypothése que la NTN pourrait étre
responsable du développement de I’hyperréactivité des voies respiratoires peut étre posée.
Pour tester l'implication de la NTN, les expériences suivantes ont été réalisées en
collaboration avec I'équipe du docteur Christina Nassenstein de I'Institut d’Anatomie et de

Biologie Cellulaire de I’'Université de Justus Liebig a Giessen en Allemagne.

A. Densité d’innervation de la trachée chez les souris NTN”-
La densité d’innervation de la fin de la trachée et de la bifurcation des bronches a été
comparée entre les souris sauvages et NTN”- aprés un protocole d’inflammation aigué des
voies respiratoires avec OVA. Les tissus ont été marqués avec un anticorps dirigé contre les
fibres nerveuses totales, I'anti-PGP9.5 (Figure 16A), et un anticorps spécifique des fibres C

composant les neurones sensitifs, I’'anti-CGRP (Figure 16B).
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Figure 16 : Densité d’innervation de la trachée chez les souris sauvages et NTN"~.

Marquage fluorescent des fibres nerveuses totales avec I’'anti-PGP9.5 (A) et des fibres C avec

I’anti-CGRP (B) lors d’un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de
I'OVA.
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L’observation au microscope confocal a fluorescence des coupes montre que les souris PBS
sauvages et PBS NTN’- ont une densité d’innervation équivalente (Figure 16A), ainsi
I'absence de NTN durant le développement des souris n’entraine apparemment pas de
modifications majeures de I'innervation au niveau de la trachée. La sensibilisation des souris
avec de I'OVA n’affecte pas plus la densité d’innervation de la trachée des souris sauvages et
NTN7,

De méme, lorsque I'on compare la densité des fibres C au niveau de la trachée (Figure 16B),
aucune différence n’est observée entre les souris PBS sauvages et PBS NTN”" ce qui montre
que I'absence de NTN chez les souris n’influence pas la densité d’innervation de la trachée
par les fibres nerveuses sensitives CGRP positives. Enfin, en accord avec les résultats de
Veres et al. ((Veres et al., 2007)), la stimulation des souris avec de I'OVA n’induit aucune

différence de la densité d’innervation par les fibres nerveuses sensitives CGRP positives.

B. Capacité d’excitabilité des fibres nerveuses innervant la trachée chez

les souris NTN”-
La capacité d’excitabilité des fibres nerveuses innervant les fibres musculaires lisses
composant la trachée a été comparée entre les souris sauvages et NTN7- aprés un protocole

d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de I'OVA (Figure 17).
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Figure 17 : Capacité d’excitabilité des fibres nerveuses innervant la trachée chez les souris
sauvages et NTN7".

La force de contraction isométrique a été étudiée par des stimulations électriques (de 4Hz a 100Hz)
et I'excitabilité des fibres nerveuses de la trachée par stimulation avec différentes doses de
muscarine (5.10%M a 2,5.107 M) en fonction du temps.

Les trachées montées en parallele dans le systeme de bain d’organes ont d’abord été
exposées a des stimulations électriques de fréquence croissantes (de 4 Hz a 100 Hz). La
contraction isométrique des fibres musculaires lisses ainsi provoquée est équivalente chez
les souris PBS sauvages et PBS NTN”". La stimulation des souris avec de 'OVA n’induit pas
plus de différence de contraction des fibres musculaires lisses de la trachée entre les souris
sauvages et NTN7". Ces résultats montrent que I'absence de NTN chez les souris n’induit pas
de différence au niveau de la capacité d’excitabilité des fibres nerveuses innervant les fibres
musculaires lisses de la trachée.

Les trachées ont ensuite été exposées a des doses croissantes de muscarine, un agoniste des
récepteurs muscariniques du systéeme nerveux parasympathique. Les observations montrent
gue la réactivité des fibres nerveuses innervant les fibres musculaires lisses de la trachée est

équivalente entre les souris PBS sauvages et PBS NTN”, indiquant que I'absence de NTN
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chez les souris ne modifie pas cette réactivité. La stimulation des souris sauvages et NTN”-
avec de I'OVA n’entraine pas plus de modifications de cette réactivité.

Tous ces résultats indiquent que I’hyperréactivité des souris NTN7, suite & un protocole
d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de I'OVA, ne dépend pas de la capacité

d’excitabilité des fibres nerveuses innervant les fibres musculaires lisses de la trachée.

C. Niveau d’activation des cellules des ganglions de la racine dorsale chez

les souris NTN”-

Les cellules des ganglions de la racine dorsale ont été isolées a partir de souris sauvages et
NTN” ayant subi un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de I"OVA.
Apreés leur mise en culture, ces cellules ont été stimulées par différentes doses de capsaicine
(10nM, 100nM et 1uM), un agoniste du TRPV1, ou par de la cinnamaldéhyde (3nM, 30nM et
300nM), un agoniste du TRPAL. La sécrétion de substance P a alors été mesurée par ELISA
dans le surnageant de ces cultures. Le taux de substance P sécrété étant inférieur a la limite
de détection du kit ELISA (39 ng/mL), le niveau d’activation des cellules des ganglions de la
racine dorsale des souris sauvages et NTN7"n’a pas pu &tre évalué (données non montrées).
Ces résultats indiquent que la forte réponse inflammatoire que développe les souris NTN”,
suite a un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec OVA, ne dépend pas
d’une différence d’innervation de la trachée ou de la libération de neuropeptides connus

pour influencer la réponse inflammatoire.
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Il. R6le des cellules dendritiques et lymphocytes T CD4+ NTN”- lors
d’un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de

I’OVA

Il a été montré au laboratoire que les souris NTN7- ayant subi un protocole d’inflammation
aigué des voies respiratoires avec de I'OVA développaient une forte réponse inflammatoire
en comparaison avec les souris sauvages. Les souris NTN”" présentaient, entre autres, une
augmentation de la sécrétion de cytokines de type Th2 dans les lavages broncho-alvéolaires
et dans les surnageants des cellules des ganglions médiastinaux restimulées in vitro avec de

I’OVA (Michel et al., 2011).

A. Niveau de la réponse de type Th2 par les splénocytes totaux chez les

souris NTN7

Afin de déterminer par quels mécanismes les souris NTN”" développent une forte réponse
Th2, I'étude s’est poursuivie par I'observation du niveau de sécrétion des cytokines Th2 par
les cellules de la rate. Suite a un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec
de I'OVA, les rates de souris sauvages et NTN7- ont été prélevées et les splénocytes totaux
ont été mis en culture et restimulés in vitro, en présence d’IL-2, avec de I'OVA. La quantité
de cytokines de type Thl et Th2 sécrétées dans les surnageants de culture a été mesurée par

CBA (Figure 18).
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Figure 18 : Sécrétion de cytokines Thl et Th2 par les splénocytes totaux.

Les taux d’IL-4, d’IL-5, d’IL-13, d’IL-6, d’IFN-y et de TNF-o ont été mesurés par CBA dans les
surnageants de culture des splénocytes totaux issus de souris sauvages ou NTN”" stimulées
par PBS ou OVA apres un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec OVA.
Les splénocytes totaux ont été restimulés in vitro en présence d’IL-2 +/- OVA.

Les résultats montrent que les splénocytes totaux des souris OVA sauvages sécretent
davantage d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 que ne le font les souris PBS sauvages. Des résultats
identiques sont obtenus quand on compare les sécrétions de cytokines de souris PBS versus
des souris OVA NTN7-. Cependant, la mesure de la sécrétion de cytokines de type Thl
comme I'IL-6, I'IFN-y et le TNF-o, par les splénocytes totaux, ne révele aucune différence
entre les souris PBS sauvages et PBS NTN”/- comme aprés une inflammation induite avec
OVA. Lorsque I'on compare les souris OVA sauvages et OVA NTN7- entre elles, les résultats
montrent que les splénocytes totaux issus des souris NTN7- sécrétent de facon significative
un taux plus élevé d’IL-4 et la méme tendance est observée pour I'lIL-5 et I'IL-13. Ces
résultats suggérent que les lymphocytes T induisant la voie Th2 chez les souris NTN”- ont une

plus grande capacité a sécréter des cytokines de type Th2.
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B. Différences phénotypiques entre les cellules dendritiques sauvages et
NTN
Dans le but d’étudier l'influence des cellules dendritiques dans le phénomene
d’hyperréactivité chez les souris NTN7-, le niveau d’expression des marqueurs d’activation
MHCIl, CD80 et CD86 a été analysé par cytométrie en flux a la surface des cellules
dendritiques issues de la rate ou dérivées de la moelle osseuse (Figure 19 et 20). Les
analyses ont été réalisées parmi les cellules CD11lc positives (CD11c +). Les cellules
dendritiques, issues de la rate et exprimant le CMHII et les molécules de co-stimulation CD80
et CD86, sont présentes en plus grand nombre chez les souris NTN”" que parmi les cellules
dendritiques des souris sauvages (Figure 19A). Le méme résultat est observé apres activation
avec des LPS ou de I'OVA (Figures 19B, 19C). Par contre, le niveau d’expression (MFI) des
molécules CMHII, CD80 et CD86 ne varie pas entre les cellules dendritiques sauvages et
NTN”". Ces résultats suggérent que les cellules dendritiques issues de la rate des souris
NTN”, plus nombreuses a exprimer le CMHII, et les molécules de co-stimulation CD80 et

CD86, pourraient avoir une plus grande capacité d’activation.
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Figure 19 : Phénotype des cellules dendritiques issues de la rate.

Le pourcentage et le niveau d’expression du CMHII et des molécules de co-stimulation, CD80
et CD86, ont été évalués parmi les cellules CD11c+ issues de culture de cellules dendritiques
issues de la rate (A), activées ou non par de I'OVA (B) ou des LPS (C).

Dans le cas des cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse, le nombre de cellules
exprimant les molécules CMHII, CD80 et CD86 ne varie pas entre les souris NTN”" et les
sauvages (Figure 20A). Cette donnée ne varie pas si ces cellules sont activées par des LPS ou
de I'OVA (Figures 20B, 20C). Ces résultats suggérent que les cellules dendritiques dérivées de
la moelle osseuse sauvages et NTN”- ont, contrairement aux cellules dendritiques issues de

la rate, un méme niveau de maturité.
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Figure 20 : Phénotype des cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse.

Le pourcentage et le niveau d’expression du CMHII et des molécules de co-stimulation, CD80
et CD86, ont été évalués parmi les cellules CD11c+ issues de culture de cellules dendritiques
dérivées de la moelle osseuse (A), activées ou non par de 'OVA (B) ou des LPS (C).

C. Différence fonctionnelle des cellules dendritiques sauvages et NTN”-
La capacité fonctionnelle des cellules dendritiques de la rate ou dérivées de la moelle
osseuse a été testée en observant leur niveau de phagocytose de billes de collagéne
fluorescentes. Les résultats ont été analysés par cytométrie en flux et les analyses ont été
réalisées parmi les cellules CD11c+ (Figure 21). Comme le montre la Figure 21A, un méme
pourcentage de cellules dendritiques sauvages et NTN”" issues de la rate, s’avére capable de

phagocyter les billes de collagéne fluorescentes. De plus, la capacité de phagocytose par
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cellule (MFI) s’avére, elle aussi, identique entre les cellules dendritiques sauvages et NTN”".
Ces résultats montrent que ce n’est apparemment pas la capacité de phagocytose des
cellules dendritiques NTN7- qui est impliquée dans le phénoméne d’hyperréactivité que I'on
retrouve chez les souris NTN7". Il en va de méme pour ce qui concerne la phagocytose par les
cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse (Figure 21B). Ces résultats montrent que
les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse, issues de souris sauvages ou NTN”",

ont une méme capacité de phagocytose.
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Figure 21 : Test de phagocytose des cellules dendritiques issues de la rate ou dérivées de la
moelle osseuse.

Les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse (A) ou issues de la rate (B) ont été
incubées pendant 1h en présence de billes fluorescentes. La capacité de phagocytose a été
analysée parmi les cellules CD11c+.

D. Influence des cellules dendritiques et des lymphocytes T CD4+ sur la

voie Th2 chez les souris NTN”

Afin d’observer l'influence potentielle des cellules dendritiques ou des lymphocytes T sur la
forte activation de la voie Th2 chez les souris NTN”-, des cellules dendritiques dérivées de la
moelle osseuse, pré-stimulées avec de I'OVA, ont été mises en présence de lymphocytes T
CD4+ issus de souris OVA. La production de cytokines de type Th2 a alors été mesurée par

CBA (Figures 22 et 23).
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1. Influence des lymphocytes T CD4+ purifiés a partir de la rate issue

d’un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec I'OVA

Comme le montre la Figure 22A, les lymphocytes T CD4+ NTN” cultivés en présence de
cellules dendritiques NTN”" sont responsables d’une plus forte production d’IL-5 et d’IL-13
que ne le réalisent les lymphocytes T CD4+ sauvages cultivés en présence de cellules
dendritiques sauvages (Figure 22A). Afin de déterminer si cette plus forte production de
cytokines de type Th2 par les souris NTN”7 est induite par les cellules dendritiques, des
lymphocytes T CD4+ sauvages ont été cultivés en présence de cellules dendritiques sauvages
ou NTN7-. Ces expériences montrent que les lymphocytes T CD4+ sauvages ont une plus
forte capacité a sécréter de I'lL-5 et de I'lL-13 en présence des cellules dendritiques NTN”-
(Figure 22B). Ces résultats suggérent que les cellules dendritiques NTN7- ont une plus forte
capacité a activer des lymphocytes T CD4+ sauvages, quand on compare ces résultats a ceux
obtenus en présence de cellules dendritiques sauvages.

Par ailleurs, afin de déterminer si cette plus forte production de cytokines de type Th2 par
les souris NTN7 était induite par les lymphocytes T CD4+, des lymphocytes T CD4+ sauvages
ou NTN” ont été cultivés en présence de cellules dendritiques sauvages.

Les résultats montrent que les lymphocytes T CD4+ NTN7- sont responsables d’une plus forte
production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 en comparaison avec la capacité de sécrétion des
lymphocytes T CD4+ sauvages incubés en présence des mémes cellules dendritiques
sauvages (Figure 22C). Ces résultats suggérent que les lymphocytes T CD4+ NTN”" purifiés a
partir de la rate ont une plus grande capacité a produire des cytokines de type Th2 que ne

I'ont les lymphocytes T CD4+ sauvages.
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Figure 22 : Influence sur la voie Th2 des cellules dendritiques et des lymphocytes T CD4+
purifiés a partir de la rate.

Des lymphocytes T CD4+ ont été purifiés a partir de la rate de souris sauvages (B6) ou NTN”-
OVA suite a un protocole d’inflammation aigué avec de I'OVA et cultivés avec des cellules
dendritiques dérivées de la moelle osseuse (CD) activées par de I'OVA. Les lymphocytes T
CD4+ ont également été cultivés avec des cellules dendritiques non activées (sans Ag)
servant de contréle négatif. Les cytokines de type Th2 ont été mesurées dans les
surnageants de ces cultures par CBA.
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2. Influence des lymphocytes T CD4+ purifiés a partir des ganglions
médiastinaux issus d’un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec

I’'OVA

Des expériences identiques a celles reportées au paragraphe précédent ont été réalisées.
Des lymphocytes T CD4+ purifiés a partir des ganglions lymphatiques médiastinaux de souris
OVA ont été cultivés en présence de cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse pré-
stimulées avec de 'OVA (Figure 23).

Les résultats montrent que les lymphocytes T CD4+ NTN” cultivés en présence de cellules
dendritiques NTN”- sont responsables d’une plus forte production d’IL-5 et d’IL-13 en
comparaison avec les résultats obtenus en cultivant des lymphocytes T CD4+ sauvages en
présence de cellules dendritiques sauvages (Figure 23A).

Afin de tester I'influence des cellules dendritiques, des lymphocytes T CD4+ sauvages ont été
cultivés en présence de cellules dendritiques sauvages ou NTN”". Ces expériences montrent
que les lymphocytes T CD4+ sauvages produisent plus d’IL-4 et d’IL-13 en présence de
cellules dendritiques NTN”" qu’elles ne le font en présence de cellules dendritiques sauvages
(Figure 23B). Ainsi, il apparait que les cellules dendritiques NTN” ont une plus forte capacité
a activer des lymphocytes T CD4+ purifiés a partir des ganglions lymphatiques médiastinaux
gue ne l'ont les cellules dendritiques sauvages. Afin de tester I'influence des lymphocytes T
CD4+, des lymphocytes T CD4+ sauvages ou NTN”- ont été cultivés en présence de cellules
dendritiques sauvages. Les résultats montrent que les lymphocytes T CD4+ NTN”- ont une
légére tendance a produire plus d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 comparativement aux lymphocytes T
CD4+ sauvages (Figure 23C). Ces résultats suggérent que les lymphocytes T CD4+ NTN”-
purifiés a partir des ganglions lymphatiques médiastinaux ont aussi une plus grande capacité
a produire des cytokines de type Th2 que ne I'ont les lymphocytes CD4+ sauvages.

Ainsi, ces résultats démontrent que les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse et
les lymphocytes T CD4+ issus de la rate et des ganglions médiastinaux participent au
mécanisme d’hyperréactivité que I'on retrouve chez les souris NTN”" suite & un protocole

d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de I'OVA.
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Figure 23 : Influence sur la voie Th2 des cellules dendritiques et des lymphocytes T CD4+
purifiés a partir des ganglions lymphatiques médiastinaux.

Des lymphocytes T CD4+ ont été purifiés a partir des ganglions lymphatiques médiastinaux
de souris sauvages (B6) ou NTN7/- OVA suite & un protocole d’inflammation aigué avec de
I’OVA. Ils ont été cultivés avec des cellules dendritiques (CD), sauvages ou NTN”", dérivées de
la moelle osseuse et activées par de 'OVA. Les lymphocytes T CD4+ ont également été
cultivés avec des cellules dendritiques non activées (sans Ag) servant de contrble négatif. Les
cytokines de types Th2 ont été mesurées dans les surnageants de ces cultures par CBA.
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E. Role des lymphocytes T CD4+ NTN”- aprés transfert dans les souris
immuno-déficientes Rag”"
Des lymphocytes T CD4+ purifiés & partir de la rate de souris sauvages et NTN/- OVA et PBS
ont été injectés dans des souris receveuses immuno-déficientes Rag”". Ces souris ont ensuite

été stimulées par des instillations nasales d’OVA, afin d’étudier I'influence des lymphocytes T

transférés sur I’hyperréactivité des voies respiratoires (Figure 24).

A 2x10° 6+ 1.0x108 ~

Rag-/- PBS
H*hk
— 3 Sauvage PBS
] 8.0x107 4 B3 NTN--PBS
£ i
2 8 Bl Sauvage OVA
- 06_] = |
s = E= NTN-- OVA
@ 2 6.0x107 4
= [
o} T
8 o 7
-5 5 4.0x107 +
5 5x10°5 =
<]
5 2
z 2.05107 4
*kdk
0 0-
Eosinophiles Neutrophiles Macrophages Lymphocytes CD4+
B 51 80- 150
= ] = B0 =5
ol wad 100:
E 3 E £
2 2 a0 &
- 21 o o
= = o
20- =
1
0 0 0
2 2 82883835 £ 2% 8 2 2 8 8885 £ 5 3 B B 8 88835 35 5 3
o o o o o o Q Q Q Q o o a o o o Q Q Q Q o o a o o o Q Q Q Q
1 @ 4 L ©® 2w L ' L + £ 3 4 © L v i @ L 4+ @ 4 4 €8 4 @& L w2
E,m'zlg,mémz-mz- ?mEEmEmi’mZ' ngngmz'mz'
& E & & = e © E = = ] 5 4 E e z 5 Z
+IL-2 +OVA +IL-2 +OVA +IL-2 +Qva +IL-2 +OVA +L-2 +OVA +L-2 +OVA

Figure 24 : Influence des lymphocytes T CD4+ purifiés a partir de la rate de souris sauvages et
NTN et transférés dans les souris immuno-déficientes Rag™”".

Le nombre de cellules et la composition cellulaire des lavages broncho-alvéolaires ont été
analysés chez les souris Rag’- ayant recu des lymphocytes T CD4+ sauvages (B6) ou NTN”
issus de souris OVA ou PBS (A). La production de cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13) a
été analysée dans les surnageants de culture des splénocytes totaux issus de ces mémes
souris (B).
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Un comptage du nombre de cellules infiltrées dans les lavages broncho-alvéolaires de ces
souris a été effectué (Figure 24A). Les résultats montrent une augmentation du nombre de
cellules totales chez les souris Rag” ayant recu des lymphocytes T CD4+ de souris OVA
sauvages en comparaison avec les souris Rag”" ayant recu des lymphocytes T CD4+ de souris
PBS sauvages. Des résultats identiques sont observés chez les souris Rag”" ayant recu des
lymphocytes T CD4+ de souris OVA NTN”/" comparativement a des souris Rag’- ayant recu
des lymphocytes T CD4+ de souris PBS NTN7". Ces résultats indiquent que les souris Rag”
ayant recu des lymphocytes T CD4+ issues de souris OVA sauvages ou NTN”7- développent
bien une inflammation au niveau des voies respiratoires. Lorsque I'on compare les souris
Rag”" ayant recu des lymphocytes T CD4+ issus de souris OVA sauvages a celles ayant recu
des cellules provenant de souris OVA NTN”, les résultats montrent que le transfert de
lymphocytes T CD4+ issus de souris OVA NTN7- entraine une plus forte infiltration de cellules

au niveau des voies respiratoires chez les souris Rag™".

La composition cellulaire des lavages broncho-alvéolaires a été analysée par cytométrie en
flux sur les seules cellules vivantes APC-Cy7 négatives. L'analyse des lavages
broncho-alvéolaires des souris Rag”" ayant recu des lymphocytes T CD4+ issus de souris
sauvages OVA révele une forte augmentation du nombre de neutrophiles et de lymphocytes,
en comparaison avec les souris Rag”" ayant recu des lymphocytes T CD4+ issus de souris PBS
sauvages (Figure 19B). Une forte augmentation du nombre d’éosinophiles, de neutrophiles
et de lymphocytes est également observée chez les souris Rag”- ayant recu des lymphocytes
T CD4+ issus de souris OVA NTN”/- comparées aux souris Rag”- ayant recu des lymphocytes T
CD4+ issus de souris PBS NTN7-. La comparaison des souris Rag”" ayant recu des lymphocytes
T CD4+ issus de souris OVA sauvages et de souris OVA NTN”/- montre une forte augmentation
du nombre d’éosinophiles et de neutrophiles dans les lavages broncho-alvéolaires des souris
Rag” ayant recu des lymphocytes T CD4+ issus de souris NTN”". Ces résultats indiquent que
les lymphocytes T CD4+ issus des souris NTN”- ont une plus grande capacité a recruter des
éosinophiles et des neutrophiles lors de I'inflammation des voies respiratoires générées par

de 'OVA.

En paralléle, la production de cytokines de type Th2 a été mesurée dans les lavages

broncho-alvéolaires chez ces souris. Cependant, les résultats étant trés faibles (inférieurs a
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2 pg/mL), ils nont pas pu étre interprétés. Une augmentation de la production de cytokines
de type Th2 n’a ainsi pas pu étre associée a I'augmentation du nombre total de cellules dans

les lavages broncho-alvéolaires de ces souris.

La production de cytokines de type Th2 a également été mesurée dans les surnageants de
culture de cellules de la rate restimulées in vitro, en présence d’IL-2 et d’OVA (Figure 24B).
Aucune différence n’est observée dans la production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 dans les cultures
de cellules de la rate issues de souris Rag’" ayant recu des lymphocytes T CD4+ issus de
souris OVA sauvages comparativement aux lymphocytes T CD4+ issus de souris PBS
sauvages. Des résultats identiques sont observés dans les cultures des cellules de la rate
issues de souris Rag” ayant recu des lymphocytes T CD4+ issus de souris OVA NTN”" en
comparaison avec les lymphocytes T CD4+ issus de souris PBS NTN”-. La comparaison de la
production de cytokines de type Th2 par les cellules de la rate des souris Rag”" ayant recu
des lymphocytes T CD4+ issus de souris OVA sauvages et de souris OVA NTN”- ne montre pas
plus de différence dans la production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13. Ces résultats indiquent que les
lymphocytes T CD4+ issus de souris NTN”~ OVA ne sont pas capables d’induire une plus forte

sécrétion de cytokines de type Th2 chez les souris Rag” receveuses.
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Résultats

ll. Implication de la NTN lors d’un protocole d’inflammation aigué des

voies respiratoires avec de ’'HDM

Dans le but de confirmer dans un modele d’asthme impliquant un autre allergene les
résultats obtenus lors des protocoles d’inflammation aigué des voies respiratoires avec OVA,
des expériences ont été menées en utilisant un allergene plus proche du modeéle d’asthme
humain, I’lHDM. Ainsi, les souris sauvages et NTN”" ont été sensibilisées et stimulées avec de

I’HDM afin de tester les différents parametres de I'inflammation (Figure 25).
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Figure 25: Implication de la NTN suite a un protocole d’inflammation aigué des voies
respiratoires avec de ’'HDM (1)

Les taux d’Igk, d’lgG1 et d’lgG2a spécifiques de I’'HDM ont été mesurés dans le sérum des
souris sauvages et NTN7- (A). Uinfiltration des cellules a été observé sur des coupes de
poumons de souris sauvages et NTN”- marquées a I’'hématoxyline-éosine (B). Le nombre de
cellules et la composition cellulaire des lavages broncho-alvéolaires a été analysée chez les
souris sauvages et NTN” (C). UA : Unités arbitraires

Suite au protocole d’inflammation avec de I'HDM, les taux d’Igg, d’lgGl et d’lgG2a
spécifiques de I’'HDM ont été quantifiés dans le sérum des souris sauvages et NTN”". Les
souris HDM sauvages produisent des IgE, des IgG1 et des IgG2a spécifiques de I’'HDM, mis en
évidence par la quasi absence de production de ces Ig par les souris PBS sauvages (Figure
25A) en réaction a l'inflammation. Des résultats identiques sont observés chez les souris
HDM NTN” en comparaison avec les souris PBS NTN”-. De plus, 'observation des coupes
histologiques de poumons colorées a I’'hématoxyline-éosine révele une forte infiltration
cellulaire au niveau des bronchioles chez les souris HDM sauvages et NTN”- absente chez les
souris PBS (Figure 25B). La comparaison des niveaux d’IgE, 1gG1 et I1gG2a ainsi que le degré
d’infiltration par des cellules péri-bronchiolaire ne different pas de maniere significative

entre les souris sauvages et NTN”- HDM.

Afin de confirmer la présence d’un infiltrat immunitaire dans les poumons, un comptage des
cellules dans les lavages broncho-alvéolaires (Figure 25C) a été effectué. Les résultats
montrent une augmentation du nombre total de cellules chez les souris HDM sauvages
comparativement aux souris PBS sauvages. Les souris HDM NTN”- montrent également une

forte augmentation du nombre total de cellules comparées aux souris PBS NTN”", indiquant
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que les souris ont réagi au protocole d’inflammation avec de I'HDM. Enfin, une
augmentation significative du nombre total de cellules retrouvées dans les lavages broncho-
alvéolaires des souris NTN”- est observée en comparaison avec les souris sauvages.

La composition cellulaire des lavages broncho-alvéolaires a été analysée par cytométrie en
flux (Figure 25C). L'analyse des lavages broncho-alvéolaires des souris sauvages HDM révele
une forte augmentation du nombre d’éosinophiles, de macrophages, de cellules
dendritiques et de lymphocytes en comparaison avec les souris sauvages PBS.

Des résultats identiques sont observés chez les souris NTN”- HDM comparées aux souris
NTN7/ PBS. La comparaison des souris sauvages et NTN7- HDM a montré une forte
augmentation du nombre d’éosinophiles, de macrophages, de cellules dendritiques et de
lymphocytes dans les lavages broncho-alvéolaires des souris NTN”- indiquant que les souris
NTN”- sont plus réactives que les sauvages, lors de I'inflammation des voies respiratoires

avec de 'HDM.

La mesure du taux de cytokines présentes dans les lavages broncho-alvéolaires montre que
I"augmentation du nombre total de cellules est aussi associée a une plus forte sécrétion
d’'IL-4 et d’'IL-5 chez les souris sauvages HDM comparativement aux souris PBS (Figure 26A).
Un méme profil est observé pour I'lL-4, I'lL-5 et I'lL-13 dans les lavages broncho-alvéolaires
des souris NTN”- HDM en comparaison avec les souris PBS. Ainsi, la comparaison des souris
sauvages et NTN7- HDM indique une tendance & I'augmentation de la production de

cytokines de type Th2 dans les lavages broncho-alvéolaires des souris NTN7".

A 8- 15+ 07 [ Sauvage PBS
3 NTN-/- PBS
Il Sauvage HDM
il — T a0- @8 NTN-- HDM
E £ B
g 4 2 1
by o 2
= 2 & = 207
2+
0- 0- o0-

109



B 150+ 2000 3000 i

1500

g

1000

IL-4 (pg/mL)
IL-5 (pg/mL)
o
2
IL-13 (pg/mL)
g

B6 PBS
B6 PBS

B& HDM
B6 HDM
B6 PBS
B6 PES

B& HDM
B6 PBS
NTN-/- PBS

NTN-/- PBS
NTN-/- PBS
NTN-- HDM
NTN-/- PBS
NTN-i- PBS
NTN-i- HDM
NTN-/- PBS

+*.
I
9| nN--HOM

e
=
=]
=

+IL-

N

+HDM +IL-

+
-
=]
=

+IL-2 +HDM +IL-. +IL-2

+
I
o
=
+
=

Figure 26 : Implication de la NTN suite a un protocole d’inflammation aigué des voies
respiratoires avec de I'HDM (2).

Les taux de cytokines de type Th2 sécrétées ont été analysés dans les lavages
broncho-alvéolaires (A) ainsi que dans les surnageants de culture des cellules des ganglions
lymphatiques médiastinaux restimulées in vitro en présence d’IL-2 +/- HDM (B) chez les
souris sauvages (B6) et NTN”".

La production de cytokines de type Th2 a aussi été mesurée dans les surnageants de culture
des cellules des ganglions lymphatiques médiastinaux restimulés in vitro en présence d’IL-2
et d’HDM (Figure 26B). Une augmentation de la production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 est
observée dans les cultures des cellules de ganglions médiastinaux issus de souris HDM
sauvages comparativement aux souris PBS. Des résultats identiques sont observés dans les
cultures des cellules de ganglions médiastinaux issues de souris HDM NTN”- en comparaison
avec les souris PBS. La comparaison de la production de cytokines de type Th2 par les
cellules des ganglions lymphatiques médiastinaux des souris HDM sauvages et NTN7- montre
une forte augmentation de la production d’IL-5 et d’IL-13 par les cellules NTN”/- montrant
bien que ces cellules ont une plus grande capacité a produire des cytokines de type Th2 en
étant restimulées in vitro. Tous ces résultats montrent que les souris NTN”- réagissent plus
fortement lors de I'inflammation aigué des voies respiratoires avec ’'lHDM comme allergene.
L'absence de NTN conduit a une hyperréactivité des voies respiratoires associée a une forte
infiltration cellulaire au niveau des bronchioles et a une augmentation de la sécrétion de

cytokines de type Th2.
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lll. Implication de la NTN lors d’'un protocole d’inflammation

chronique des voies respiratoires avec de 'OVA

Une augmentation significative de la sécrétion de TGF-3 a été observée dans les lavages
broncho-alvéolaires des souris NTN7" en comparaison aux souris sauvages, aprés un
protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de 'OVA (Figure 27). Le TGF-3
est reconnu comme étant une cytokine anti-inflammatoire et pro-fibrotique jouant un role
dans le remodelage des tissus dans des pathologies d’inflammation chronique. Des souris
sauvages et NTN” ont alors été exposées de facon chronique a de ’OVA afin de recréer un
modele d’asthme allergique chronique et d’étudier I'influence de la NTN sur les parametres

de I'inflammation et du remodelage des tissus.
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Figure 27 : Taux de TGF-P dans les lavages broncho-alvéolaires des souris sauvages et NTN”-
apres un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de 'OVA.

A. Influence de la NTN sur les parametres de I'inflammation
Suite au protocole d’inflammation chronique avec de I'OVA, les taux d’Igk, d’IgG1 et d’IgG2a
spécifiques de 'OVA ont été quantifiés dans le sérum des souris sauvages et NTN7". Les
souris OVA sauvages ont produit, en réaction a l'inflammation, des IgE, des IgG1 et des IgG2a
spécifiques de I'OVA en comparaison aux souris PBS sauvages (Figure 28A). Des résultats
identiques sont observés chez les souris NTN”- OVA comparées aux souris NTN”- PBS. La
comparaison entre les souris sauvages et NTN/ OVA a montré que les souris NTN”

développent de facon significative plus d’IgE spécifiques de I'OVA alors qu’aucune différence
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n‘est observée en ce qui concerne les IgGl et les IgG2a. L'observation des coupes
histologiques de poumons colorées a |I’'hématoxyline-éosine révele une forte infiltration
cellulaire péri-bronchiolaire chez les souris OVA sauvages et NTN”7- par rapport aux souris
PBS sauvages et NTN7" (Figure 28B). Ces résultats indiquent que I'exposition chronique des

souris a ’OVA entraine une forte infiltration cellulaire au niveau des poumons.
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Figure 28 : Influence de la NTN sur les paramétres de I'inflammation suite a un protocole
d’inflammation chronique des voies respiratoires avec de I'OVA (1).

Les taux d’IgE, d’'lgG1 et d’lgG2a spécifiques de I'OVA ont été mesurés dans le sérum des
souris sauvages et NTN7- (A). Linfiltration des cellules et la production de mucus ont été
observées sur des coupes de poumons de souris sauvages et NTN7/° marquées a
I’hnématoxyline-éosine (B). UA : Unités arbitraires
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Afin de confirmer la présence d’un infiltrat immunitaire dans les poumons, un comptage des
cellules dans les lavages broncho-alvéolaires (Figure 29A) a été effectué. Les résultats
montrent une augmentation significative du nombre total de cellules chez les souris OVA
sauvages comparativement aux souris PBS sauvages. Les souris OVA NTN”7 montrent
également une augmentation significative du nombre total de cellules comparées aux souris
PBS NTN”-, indiquant que les souris réagissent bien au protocole d’inflammation chronique
avec de I'OVA. Enfin, une augmentation significative du nombre total de cellules retrouvées
dans les lavages broncho-alvéolaires des souris NTN7- est observée en comparaison avec les

souris sauvages.

La composition cellulaire des lavages broncho-alvéolaires a été analysée par cytométrie en
flux (Figure 29A). L’analyse des lavages broncho-alvéolaires des souris sauvages OVA révele
une forte augmentation du nombre d’éosinophiles, de macrophages et de neutrophiles
comparé aux souris sauvages PBS. Des résultats identiques sont observés chez les souris
NTN7- OVA comparées aux souris NTN/- PBS. L’exposition chronique a 'OVA entraine une
augmentation significative du nombre de neutrophiles chez les souris NTN/" OVA
comparativement aux souris sauvages OVA. Ces résultats vont dans le sens de nos
précédentes conclusions (paragraphes Il et Ill) quant a I'hyperréactivité des souris NTN”-

comparées aux souris sauvages, lors d’inflammation des voies respiratoires.

Le recrutement des neutrophiles dans les poumons est contrélé par divers médiateurs,
notamment la chémokine KC ainsi que le TNF-a.. Les taux de KC et de TNF-at ont été mesurés
par CBA dans les lavages broncho-alvéolaires et ces quantifications montrent que les souris
sauvages OVA et NTN/- OVA sécrétent plus de KC et de TNF-o. que ne le font les souris
sauvages PBS et NTN”- PBS (Figure 29B). De plus, en paralléle a 'augmentation du nombre
de neutrophiles chez les souris NTN”/, le niveau de sécrétion de KC et de TNF-o est
également supérieur dans les lavages broncho-alvéolaires des souris NTN”/" OVA
comparativement aux souris sauvages OVA. Des résultats identiques sont observés
concernant la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire IL-6. Enfin, 'analyse des cytokines
de type Th2 sécrétées dans les lavages broncho-alvéolaires montre une augmentation des
concentrations d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 aprés inflammation aussi bien chez les souris sauvages

et NTN” mais sans différence significative.
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Figure 29 : Influence de la NTN sur les parametres de I'inflammation suite a un protocole
d’inflammation chronique des voies respiratoires avec de I'OVA (2).

Le nombre de cellules totales et la composition cellulaires des lavages broncho-alvéolaires
ont été analysés chez les souris sauvages et NTN”- (A). Les taux de cytokines sécrétées ont
été mesurés dans les lavages broncho-alvéolaires de ces souris (B).

La production de cytokines de types Thl et Th2 a alors été mesurée dans les surnageants de
culture des cellules des ganglions lymphatiques médiastinaux restimulées in vitro en
présence d’'IL-2 et d’OVA (Figure 30). L'analyse de la sécrétion des cytokines de type Th2

montre des résultats identiques a ceux obtenus lors de [I'étude des lavages
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broncho-alvéolaires. Ainsi les taux d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 sont sensiblement les mémes entre
les souris sauvages et NTN” aprés inflammation. Par contre, les cellules des ganglions
lymphatiques médiastinaux issues des souris NTN”- ont une plus grande capacité a produire
de l'lL-6 et du TNF-0, comparativement aux souris sauvages, confirmant les résultats
obtenus lors de I'étude des cytokines présentes dans les lavages broncho-alvéolaires. Ces
résultats montrent que I'exposition chronique des souris a I'OVA entraine I'activation d’une
voie de recrutement des neutrophiles par la sécrétion de KC et de TNF-a et que celle-ci est

amplifiée dans les souris NTN".
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Figure 30: Influence de la NTN sur les parametres de I'inflammation suite a un protocole
d’inflammation chronique des voies respiratoires avec de I’'OVA (3)

Les taux de cytokines ont été mesurés dans les surnageants de culture des cellules des
ganglions lymphatiques médiastinaux restimulées in vitro en présence d’IL-2 +/- OVA chez
les souris sauvages (B6) et NTN”-.
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B. Influence de la NTN sur le remodelage des tissus

La présence de TNF-a et de KC dans l'environnement des neutrophiles va induire le
relargage de granules contenant, entre autres, la MMP9. Le nombre de neutrophiles étant
largement supérieur dans les lavages broncho-alvéolaires des souris OVA NTN”-
comparativement aux souris OVA sauvages, le niveau d’activité de cette protéase a été
évalué par densitométrie aprés migration sur un gel de zymographie (Figure 31A). La
guantification relative de I'activité de la MMP9 dans les lavages broncho-alvéolaires montre
gque cette activité est augmentée chez les souris sauvages OVA en comparaison avec les
souris PBS sauvages, ainsi qu’entre les souris NTN7/- OVA et les souris NTN7- PBS. En
comparant I'activité relative de la MMP9 entre les souris sauvages OVA et NTN”/- OVA, il
apparait que la MMP9 est 2 fois plus active dans les lavages broncho-alvéolaires des souris
NTN”- comparées aux souris sauvages, pouvant ainsi engendrer un remodelage des tissus

plus important.

L’accumulation de fibres de collagéne autour des bronchioles est un autre parametre associé
a l'activité de la MMP9 et lié a I'inflammation chronique au niveau des voies respiratoires.
Afin de quantifier le niveau de dépdét du collagéne dans notre étude, des coupes
histologiques de poumons colorées au trichome de Masson ont alors été observées
(Figure 31B). L'analyse morphométrique réveéle un épaississement des fibres de collagene
chez les souris sauvages OVA et NTN/- OVA par rapport aux souris sauvages PBS et NTN”"
PBS. L'accumulation de ces fibres de collagene est de fagon significative supérieure chez les
souris NTN7- OVA comparées aux souris sauvages OVA. Ainsi, I'absence de NTN chez la souris
entraine un remodelage des tissus au niveau des poumons beaucoup plus important dans les

souris NTN7- que dans les souris sauvages.
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Figure 31 : Influence de la NTN sur les parametres de I'inflammation suite a un protocole
d’inflammation chronique des voies respiratoires avec de 'OVA (4)

L’activité relative de la MMP9 a été quantifiée dans les poumons des souris sauvages et
NTN”/ (A). Marquage et quantification du collagéne péri-bronchiolaire sur des coupes
histologiques de poumons colorées au trichrome de Masson chez des souris sauvages et
NTN”(B).

117



118



V. Effet anti-inflammatoire de la NTN in vitro

Afin de tester I'effet anti-inflammatoire de la NTN in vitro, les cellules dendritiques dérivées
de la moelle osseuse de souris sauvages ont été stimulées par de I'OVA, en présence de
doses croissantes de NTN, puis mises en contact avec des lymphocytes T CD4+ purifiés a
partir de la rate de souris sauvages OVA. Les taux d’'IL-6 et de TNF-o sécrétés ont été
mesurés par CBA dans le surnageant de ces co-cultures (Figure 32A). Ces mesures montrent
gue la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF- par les cellules dendritiques
et les lymphocytes T CD4+ est diminuée de facon significative en présence des différentes
doses de NTN. Cependant, aucun effet-dose n’est observé sur la production d’'IL-6 et de
TNF-o en fonction des concentrations de NTN testées.

En parallele, I'effet anti-inflammatoire de la NTN a été étudié sur une lignée de cellules
épithéliales de poumons, les cellules LA-4 (Figure 32B). Ces cellules ont été cultivées dans un
systeme d’interface air-liquide afin de mimer I'épithélium respiratoire puis ces cellules ont
été stimulées du coté apical avec de 'OVA en présence ou non de NTN. Le taux d’IL-6
sécrétée a été mesuré par CBA dans le surnageant de culture de ces cellules. Les résultats
montrent qu’en présence de NTN, la sécrétion d’IL-6 est diminuée de facon significative par
rapport a la condition avec OVA en absence de NTN. Ces expériences démontrent que la
NTN a un effet anti-inflammatoire au niveau des cellules épithéliales, des cellules
dendritiques et des lymphocytes T CD4+, en limitant la production de cytokines

pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et le TNF-a.

119



100+ 100+ 100+

A £ £ B £
o o o
80+ s 80+ pt 804 etk
g w2 8
©3 LS e
ol 604 E g 60 i 60+
58 s @ © g
% T8 x
E i 40+ Xo 407 = f, 40+
k 4 [
8 Ly 2
20 204 B 204
£ E g
g g g
f=3 o =1 0 - 0-
OVA - S + £ + - QVA - + + + + - OvA - + +* -
NTN(ng/ml) - = 10 102 10° 10° NTN (ngimt) - - 10 10 10° 10° EMmgm) = = M W

Figure 32 : Effet anti-inflammatoire de la NTN in vitro.

Les taux d’IL-6 et de TNF-at ont été mesurés dans les surnageants de co-culture de cellules
dendritiques avec des lymphocytes T CD4+ issus de souris sauvages et activées avec de 'OVA
en présence de doses croissantes de NTN (de 10 ng/mL a 1 pug/mL) (A). Le taux d’IL-6 a
également été mesuré dans le surnageant de culture des cellules épithéliales LA-4 activées
avec de I'OVA, en présence de 15 ng/mL de NTN (C). Les valeurs ont été normalisées par

rapport au contréle positif de I'expérience correspondant a la culture des cellules avec de
I’"OVA.
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V. Voies de signalisation de la NTN

A. Expression des récepteurs GFR2 et RET

Dans le but de déterminer par quelles voies de signalisation la NTN pourrait agir sur les
cellules immunitaires et les cellules épithéliales, la présence des récepteurs de la NTN a été
testée par PCR quantitative sur ces cellules (Figure 33A). Les résultats montrent que les
ARNm de GFRa2 et RET sont exprimés par les cellules épithéliales LA-4. Cette expression est
retrouvée aussi au niveau des cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse ou issues
de la rate de souris sauvages et NTN7". Cependant, I"analyse quantitative ne révéle aucune
différence dans le niveau d’expression de ces ARNm entre les souris sauvages et NTN7". Les
ARNm de GFRo2 et RET sont également exprimés au niveau des poumons des souris
sauvages et NTN” sans différence significative d’expression.

L’expression de RET a aussi été analysée au niveau protéique par cytométrie de flux grace a
un marquage intracellulaire (Figure 33B). L’analyse des résultats révele que les cellules de
poumons des souris sauvages PBS et OVA expriment la protéine RET de facon équivalente.
Les cellules de poumons des souris NTN”- PBS et OVA expriment également RET au niveau
protéique mais a un niveau supérieur au niveau d’expression dans les cellules des poumons
des souris sauvages. Les récepteurs de la NTN étant présents au niveau des cellules
épithéliales, des cellules dendritiques et au niveau des poumons, ces résultats suggerent que
la NTN est capable d’agir directement au niveau de ces cellules lors de I'inflammation des

voies respiratoires.
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Figure 33 : Voies de signalisation de la NTN (1)

L’expression du récepteur GFRa2 et du corécepteur RET de la NTN a été testée par PCR
guantitative sur le cerveau (contréle positif), les cellules épithéliales LA-4, les cellules
dendritiques issues de la rate (CD rate) ou dérivées de la moelle osseuse (CD MO), ainsi que
dans les poumons des souris sauvages (B6) et NTN/" PBS et OVA aprés un protocole
d’inflammation aigué des voies respiratoires (A). Le GAPDH a été utilisée comme géne de
référence. L'expression de RET au niveau protéique a été analysée par cytométrie de flux (B).
L'isotype controle est représenté par le trait gris clair et I'expression de RET par le trait noir.
- : témoin négatif ; pb : paires de bases
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B. Niveau d’expression de I’ATF3 dans les poumons des souris sauvages

et NTN”

Afin de définir la voie de signalisation intracellulaire activée par la NTN, le niveau
d’expression du facteur de transcription ATF-3, impliqué dans la régulation de I'expression
des cytokines Th2, IL-6 et TNF-o, a été quantifié par Western blot dans les poumons des
souris sauvages et NTN7- ayant subi un protocole d’inflammation chronique avec de 'OVA

(Figure 34).
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Figure 34 : Voies de signalisation de la NTN (2).

Le niveau d’expression de I'ATF-3 (rapporté a celui de l'actine) a été quantifié dans les
poumons de souris sauvages et NTN7/- PBS et OVA, aprés un protocole d’inflammation
chronique avec de 'OVA.

En accordance avec Gilchrist et al. (Gilchrist et al., 2008), les résultats montrent une
augmentation du niveau d’ATF3 chez les souris sauvages OVA comparées aux souris
sauvages PBS. Cependant, cette augmentation n’est pas observée chez les souris NTN/- OVA
comparativement aux souris NTN” PBS. Bien plus, le niveau d’expression de I’ATF3 est
significativement inférieur chez les souris NTN”- OVA par rapport aux souris sauvages OVA.
Cette observation suggere qu’il existe un défaut d’inhibition de la régulation de la réponse
inflammatoire lié a la faible expression de I’ATF3 au niveau des cellules de poumons chez les

souris NTN”".
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Le r6le de la NTN dans la régulation de I'inflammation des voies respiratoires, d’'un point de
vue immunitaire ou neurologique, n’a pas encore été déterminé. Ainsi, dans le présent
travail, nous avons étudié l'influence de la NTN dans I'inflammation neurogéne au niveau
des voies respiratoires et dans différents modéles d’asthme allergique induits chez la souris
(Figure 30).

L’absence de NTN chez les souris NTN7- n’entraine aucune modification significative de la
densité d’innervation de la trachée ou de la capacité d’excitabilité des fibres nerveuses
innervant les muscles lisses de la trachée par rapport aux souris sauvages. De plus, aucune
différence n’est observée au niveau de I'activation des cellules des ganglions de la racine
dorsale entre les souris sauvages et NTN"".

Par contre, les splénocytes totaux issus des souris NTN7- ont une plus grande capacité a
sécréter des cytokines de type Th2 comparativement aux souris sauvages. D’une part, les
cellules dendritiques issues de la rate présentent un phénotype plus mature par rapport aux
cellules sauvages. Cette caractéristique n’est pas partagée par les cellules dendritiques
dérivées de la moelle osseuse. D’autre part, les lymphocytes T CD4+ et les cellules
dendritiques provenant des souris NTN”" participent a I’hyperréactivité retrouvée chez ces
souris, suite a un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires induit avec de
I’"OVA.

Il est & noter que les souris NTN7- développent ce méme phénotype, suite a I'inflammation
des voies respiratoires induite par de I'HDM, allergéne communément impliqué dans la
pathologie de I'asthme chez 'homme.

Lors d’une exposition chronique & I'OVA, les souris NTN/- présentent une plus forte
inflammation des voies respiratoires comparativement aux souris sauvages, ainsi qu’un
remodelage des tissus plus important.

Les effets anti-inflammatoires de la NTN ont été montrés in vitro en analysant la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et le TNF-o par les cellules dendritiques, les
lymphocytes T CD4+ ainsi que les cellules épithéliales. Ces différents types cellulaires
s’averent étre sensibles aux effets de la NTN, notamment via 'activation de la voie de
signalisation induite par linteraction entre la NTN et son récepteur GFRa2 et son
corécepteur RET. Ces faits suggerent que la NTN exerce une action directe sur ces différents

types de cellules.
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Ces travaux ont donc apporté des précisions sur le role de la NTN au cours de I'inflammation
des voies respiratoires. Dans les pages qui suivent, je me propose de discuter ces résultats

point par point.

1. Implication de la NTN dans I'inflammation neurogéne au niveau des voies

respiratoires

L’absence de NTN lors du développement des voies respiratoires chez les souris NTN”-
n’induit aucune modification de l'innervation totale des muscles lisses de la trachée. En
effet, le marquage immunofluorescent des fibres nerveuses totales, au niveau de I'extrémité
de la trachée et de la bifurcation des bronches, n’a révélé aucune différence de densité
d’innervation des muscles lisses entre les souris sauvages et les souris NTN7- dans nos
expériences. Il a pourtant été montré que la NTN est importante pour assurer le
développement et le maintien des fibres nerveuses, notamment les fibres parasympathiques
au niveau des glandes lacrymales (Heuckeroth et al., 1999). Il est a noter que ce réle pourrait
également étre joué par le GDNF, un autre membre des GFLs, qui s’avére capable d’induire
la croissance de fibres nerveuses dans un explant de poumon prélevé au stade
embryonnaire (Tollet et al., 2002). Le marquage des fibres sensitives, fortement impliquées
dans la régulation du tonus des muscles lisses des voies respiratoires, n’a pas plus révélé de
différence de densité d’innervation entre les souris sauvages et les souris NTN”". Pourtant, la
NTN intervient dans le développement des fibres nerveuses sensibles au peptide vasoactif
intestinal ou a la substance P, en particulier au niveau du tractus digestif (Heuckeroth et al.,
1999). Nos résultats suggérent ainsi que I'absence de NTN n’influence pas le développement
du systéme nerveux au niveau des voies respiratoires. Ces données restent inchangées, suite
a un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires induit avec de I'OVA. Ces
dernieres données sont en accord avec les résultats de Verez et al., qui montrent que la
sensibilisation et la stimulation des souris avec de 'OVA n’entraine pas de modification de la
densité d’innervation par les fibres nerveuses sensitives (Veres et al., 2007).

Le systéeme de bain d’organes permet d’étudier la réactivité des cellules musculaires lisses en
réponse a différents stimuli. L’activation des fibres nerveuses parasympathiques par des

stimulations électriques entraine la libération d’acétylcholine, qui entraine a son tour la
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contraction des fibres musculaires lisses de la trachée. Une étude a montré que
I'augmentation du NGF, membre de la famille des neurotrophines, au niveau des poumons,
entraine I'hyperréactivité des voies respiratoires en influencant I'excitabilité des fibres
nerveuses innervant la trachée de souris sauvages. Ce phénomeéne se retrouve aussi dans
des souris transgéniques surexprimant le NGF au niveau des cellules épithéliales
pulmonaires (Braun et al., 2001). La capacité d’excitabilité des fibres nerveuses de la trachée
de souris sauvages et NTN”" a également été testée grace a cette technique. Cependant, nos
résultats n’ont montré aucune différence d’excitabilité des fibres nerveuses entre des souris
sauvages et NTN”". En paralléle, une étude a montré que I'augmentation du taux d’IgE
spécifiques produites suite a la sensibilisation de souris BALB/c avec de I’OVA participe au
développement de I’hyperréactivité neuronale des voies respiratoires (Hamelmann et al.,
1999). Dans notre étude, ni les souris sauvages ni les souris NTN”" sensibilisées et stimulées
par de 'OVA n’ont montré une réduction de la capacité d’excitabilité des fibres innervant
leur trachée. La présence d’adjuvant et le mode d’administration utilisé dans nos
expériences entraine pourtant la production d’IgE spécifiques (Michel et al.,, 2011).
Cependant, les souris C57BL/6 que nous testons présentent certaines caractéristiques de
I’'asthme allergique induit par I'OVA, qui se révelent moins marquées que chez les souris
BALB/c, en particulier en ce qui concerne la production d’IgE spécifiques (Zhang et al., 1997).
Ainsi, dans notre modele animal, l'absence de NTN ne semble pas influencer
I’"hyperréactivité des voies respiratoires médiée par la contraction des muscles lisses de la
trachée via la libération d’acétylcholine par les fibres nerveuses parasympathiques.
Toutefois, la mesure de la réactivité des voies respiratoires est en partie liée a la masse de
muscles lisses autour de la trachée (Florio et al., 1996). Sachant que I'augmentation de cette
masse est une caractéristique de I'asthme chronique (Al-Muhsen et al., 2011), notre modele
d’inflammation aigué des voies respiratoires ne permet peut-étre pas de mettre en évidence
une différence entre les souris sauvages et NTN7". Le modeéle d’inflammation chronique des
voies respiratoires devrait alors étre mieux adapté pour tester I’hypothese que I'absence de
NTN chez les souris entrainerait un défaut d’innervation des voies respiratoires.

Une étude a montré que les cellules nerveuses des ganglions de la racine dorsale innervant
les poumons chez la souris expriment a la fois le TRPV1, la substance P et le TrkA, suggérant

une implication de ces cellules dans la modulation de l'inflammation neurogene dans les
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maladies touchant les voies respiratoires (Dinh et al.,, 2004). Dans notre modéle
d’inflammation aigué des voies respiratoires, le niveau d’activation des cellules des ganglions
de la racine dorsale des souris sauvages et NTN”" a été testé en mesurant la production de
substance P par ELISA. Les résultats, étant inférieurs a la limite de détection du test utilisé,
laissent supposer que la libération de substance P par les cellules des ganglions de la racine
dorsale n’influencerait pas le niveau de la réaction allergique induite chez les souris NTN”-
dans nos expériences. Cependant, il a été montré que des éosinophiles activés issus de
patients allergiques et/ou asthmatiques, entrainent in vitro une augmentation de la
sécrétion de substance P par les cellules des ganglions de la racine dorsale issues de rats
(Garland et al., 1997). Les souris utilisées dans notre modeéle d’inflammation aigué des voies
respiratoires induit avec de I'OVA présentant une forte infiltration d’éosinophiles au niveau
des poumons (Michel et al.,, 2011), on ne peut exclure le fait que la non détection de
substance P pourrait signifier, plus « simplement », que la mise en ceuvre de cette

expérience ou le choix du kit utilisé ne seraient pas adaptés a notre protocole.

2. Implication de la NTN dans l'inflammation aigué des voies respiratoires avec

de 'OVA

Le recrutement des lymphocytes T au niveau des poumons, en particulier des lymphocytes T
CDA4+, survient suite a la sensibilisation et a la stimulation des souris par un allergene. Ces
cellules expriment des molécules de surface caractéristiques de lymphocytes T activés et de
lymphocytes T mémoires (Kennedy et al., 1995). Dans un contexte d’asthme allergique, ces
lymphocytes T CD4+ vont principalement sécréter des cytokines de type Th2 suite a leur
interaction avec les cellules dendritiques au niveau des voies respiratoires. Cependant, il a
été montré que les organes lymphoides secondaires, notamment les ganglions lymphatiques
médiastinaux et la rate, jouent un réle important dans le développement de la réponse Th2
suite a I'exposition a un allergene respiratoire (Gajewska et al., 2001) (Cheng et al., 2003).
Les résultats précédemment obtenus au laboratoire sont en accord avec ces données. En
effet, suite a un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires induit avec de I'OVA,
les cellules des ganglions médiastinaux issues de souris OVA, restimulées in vitro avec de

I'OVA en présence d’IL-2, ont la capacité de produire de I'lL-4, de I'IL-5 et de I'lL-13. De plus,
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il a été observé que les cellules issues des souris NTN”- produisent plus de cytokines de type
Th2 que ne le font les cellules issues de souris sauvages (Michel et al.,, 2011). Cette
production de cytokines de type Th2 a également été comparée dans la rate. A cette fin, les
splénocytes totaux ont été restimulés in vitro avec de I'OVA en présence d’IL-2. Dans ces
conditions, il s’avére que les cellules, issues de souris OVA NTN”-, ont une plus grande
capacité a sécréter de I'lL-4 en comparaison avec les splénocytes des souris OVA sauvages.
La méme tendance a été observée pour I'lL-5 et I'lL-13. Ces résultats indiquent que les
cellules immunitaires présentes dans la rate contribuent a la forte réponse de type Th2

retrouvée chez les souris NTN” lors de I'inflammation aigué des voies respiratoires.

Une étude a également montré I'implication des cellules dendritiques dans la réponse de
type Th2 au niveau de la rate (Hammad et al., 2000). A cette fin, des PBMCs de patients
allergiques ont été réinjectées chez des souris SCID (« Severe Combined
ImmunoDeficiency »). Suite a I'exposition de ces souris a un allergéne respiratoire, les
cellules dendritiques humaines ont démontré leur capacité a migrer jusqu’a la rate ou elles
vont induire la sécrétion de cytokines de type Th2 par les lymphocytes T CD4+. Ces résultats
nous ont amenés a tester la capacité des cellules dendritiques et des lymphocytes T, issus de
la rate, a influencer la forte réponse inflammatoire retrouvée chez les souris NTN”. Pour ce
faire, les cellules dendritiques issues de la rate ont été cultivées in vitro en présence de
GM-CSF, entrainant leur maturation caractérisée par I'expression des molécules CMHII, et
des molécules de co-stimulation CD80 et CD86, toutes nécessaires a leur interaction avec les
lymphocytes T (Lu et al., 1995). Le phénotype des cellules dendritiques de souris sauvages et
NTN” a donc été comparé pour apprécier le niveau d’expression de ces molécules de
co-stimulation, ainsi que leur capacité de phagocytose. Nos résultats montrent que, dans ces
conditions de cultures, les cellules dendritiques issues des souris NTN7 sont plus
nombreuses a exprimer ces molécules de co-stimulation, qu’elles soient activées ou non
avec des LPS ou de I'OVA. En particulier, en présence d’OVA, les cellules dendritiques issues
des souris NTN”- expriment davantage le CD86. Une étude a montré que dans un modéle
d’asthme allergique utilisant des souris BALB/c, les cellules dendritiques expriment
davantage le CD80 mais pas plus le CD86, lorsqu’elles sont issues de la rate de souris OVA,

et comparées a des souris PBS (Cheng et al., 2003). Cependant, I'expression de ces deux
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molécules de co-stimulation est régulée dans les heures qui suivent la rencontre avec
I'allergéne inhalé (Mathur et al., 1999). Nos résultats permettent alors d’émettre
I’hypothése que dans un environnement polarisé de type Th2, les cellules dendritiques des
poumons migrant dans la rate seraient responsables de la sur-activation des lymphocytes T
chez les souris NTN"~.

Dans le but de mettre en évidence une éventuelle différence de fonctionnalité, la capacité
de phagocytose des cellules dendritiques issues de la rate de souris sauvages et NTN”" a été
testée en présence de billes de collagene. Nos résultats n’ont pas montré d’augmentation de
la capacité des cellules dendritiques de souris NTN/- & phagocyter ces billes. Toutefois,
I'internalisation des antigenes par les cellules dendritiques se fait par différents mécanismes
qui varient avec la nature de I'antigene (Liu and Roche, 2015). Aussi, I'utilisation d’OVA
couplée a un fluorochrome pourrait étre une alternative a 'utilisation de billes de collagéne
pour tester notre hypothése.

En parallele, le phénotype et la capacité de phagocytose des cellules dendritiques dérivées
de la moelle osseuse de souris sauvages et NTN7- ont également été comparés. Ces cellules
ont été cultivées en présence de GM-CSF et d’IL-4, cette association de cytokines leur
permettant d’atteindre un niveau de maturité optimal pour la présentation d’antigéne,
caractérisé par une forte expression des molécules CMHII, CD80 et CD86 (Labeur et al.,
1999). Nos résultats ont montré que les cellules dendritiques NTN”- présentent le méme
phénotype de maturation que les cellules dendritiques sauvages ainsi que la méme capacité
de phagocytose des billes. Ces résultats suggerent que I'absence de NTN n’aurait pas
d’influence sur les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse par comparaison avec

les cellules dendritiques issues de la rate.

Dans le but de préciser le role des cellules dendritiques et/ou des lymphocytes T CD4+ dans
la forte réponse de type Th2 observée chez les souris NTN7-, des cellules dendritiques
dérivées de la moelle osseuse de souris sauvages et NTN”", mises en présence de I'allergéne
OVA, ont été cultivées avec des lymphocytes T CD4+ purifiés a partir de la rate des souris
OVA sauvages et NTN7-. Nos résultats ont montré que in vitro, les cellules dendritiques de
souris NTN”- ont une plus grande capacité a induire la sécrétion de cytokines de type Th2 par

les lymphocytes T CD4+. De plus, les lymphocytes T CD4+ de souris NTN”- ont également une
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plus grande capacité a produire ces cytokines. La méme tendance a été observée en
présence de lymphocytes T CD4+ purifiés a partir des ganglions lymphatiques médiastinaux.
Dans ces expériences, des cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse ont été
utilisées car la culture de ces cellules s’avere plus stable que celle des cellules dendritiques
issues de la rate, notamment par rapport au nombre de cellules récoltées ou au pourcentage
de cellules exprimant les molécules de co-stimulation impliquées dans l'interaction entre les
cellules dendritiques et les lymphocytes T CD4+. Cette approche nous a permis d’obtenir des
cultures « comparables » a partir de cellules issues de souris sauvages et NTN7". De plus, une
étude a montré que les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse ont, in vitro, la
méme capacité de stimulation des lymphocytes T que des cellules dendritiques matures
issues de la rate (Garrigan et al., 1996). Ces résultats, pris dans leur ensemble, laissent
supposer que la NTN pourrait réguler négativement la réponse Th2 suite a I'inflammation
aigué des voies respiratoires. Ce controle pourrait provenir des cellules dendritiques par 3
signaux différents: (i) la présentation des peptides antigéniques via le complexe majeur
d’histocompatibilité, (ii) I'activation de la prolifération des lymphocytes T via les molécules
CD80 et CD86 et (iii) la polarisation des lymphocytes T via la sécrétion de cytokines
spécifiques (Bakdash et al., 2013). Toutefois, ce contrble pourrait passer par d’autres
molécules qui sont également impliquées dans des voies de signalisation entrainant
I"activation ou l'inhibition des lymphocytes T, notamment des molécules de la famille TIM ou
de la superfamille du TNF. Par exemple, il a été montré que la molécule LIGHT, membre de la
superfamille du TNF, intervient dans le controle du remodelage du tissu pulmonaire suite a
un protocole d’inflammation chronique des voies respiratoires avec de I’'HDM, en régulant la
sécrétion de I'lL-13 et du TGF-f (Doherty et al., 2011). Il serait intéressant de caractériser
plus précisément le niveau d’expression de ces molécules de co-stimulation secondaires,

présentes a la surface des cellules dendritiques issues de souris NTN7".

Afin de déterminer si les lymphocytes T CD4+ issus de souris NTN”- sont plus réactifs que les
lymphocytes T CD4+ issus de souris sauvages, des expériences in vivo de transfert de
lymphocytes T CD4+ dans des souris immuno-déficientes Rag”", dépourvues de lymphocytes
B et de lymphocytes T, ont été réalisées. En effet, une étude a montré que des lymphocytes

Th2 spécifiques d’un antigene, issus d’un rat sensibilisé par cet allergéne, sont capables
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d’induire une inflammation allergique au niveau des poumons lorsqu’ils sont transférés chez
un rat receveur naif stimulé par ce méme antigene (Li et al., 1998). Ce transfert de cellules
entraine alors une augmentation de la sécrétion d’IL-4 et d’IL-5, une forte infiltration
d’éosinophiles ainsi que I’hyperréactivité des voies respiratoires. Cependant, une étude a
montré que I'inflammation des voies respiratoires apres le transfert de lymphocytes T CD4+
dans des souris receveuses n’est possible qu’aprés la stimulation des souris avec 'allergéne
par voie aérienne (Hogan et al.,, 1998). Nos résultats ont montré que le transfert de
lymphocytes T CD4+ purifiés & partir de la rate de souris NTN”- entraine une plus forte
infiltration d’éosinophiles et de neutrophiles au niveau des voies respiratoires des souris
receveuses, en comparaison avec des lymphocytes T CD4+ issus de souris sauvages. Ces
résultats sont en accord avec d’autres études ou il a été montré que les lymphocytes T CD4+,
par leur capacité a sécréter de I'IL-5, jouent un role majeur dans le recrutement des
éosinophiles au niveau des voies respiratoires dans un modéle d’asthme allergique chez la
souris (Gavett et al., 1994; Nakajima et al., 1992). A I'inverse, une autre étude a montré que
seuls des lymphocytes T CD4+, purifiés a partir de la rate de souris sensibilisées avec de
I’OVA et réactivés in vitro avec de I'OVA pendant 3 jours, sont capables d’induire une
inflammation allergique pulmonaire caractérisée par une infiltration d’éosinophiles suite a la
stimulation des souris receveuses (Wise et al., 1999). Cependant, dans cette étude, les souris
receveuses ont été stimulées 3 jours apres le transfert des lymphocytes T CD4+ par une dose
unique d’OVA sous forme d’aérosols. Dans nos expériences, les souris receveuses ont été
stimulées par des instillations nasales d’OVA pendant 3 jours mais ces instillations n’ont été
réalisées que 14 jours apres le transfert des lymphocytes T CD4+. La mise au point de ces
expériences nous a montré que ce délai de 14 jours apres le transfert sont nécessaires pour
qgue le nombre de lymphocytes T CD4+ retrouvés dans la rate et les poumons soit suffisant
pour induire I'inflammation des voies respiratoires apres la stimulation des souris avec de
I’OVA. Pourtant, nos résultats nous ont également montré que le recrutement des
éosinophiles et des neutrophiles, au niveau des voies respiratoires, ne s’accompagne que
d’une faible sécrétion (inférieure a 5 pg/mL) de cytokines de type Th2, notamment d’IL-4,
d’IL-5 et d’IL-13, dans les lavages broncho-alvéolaires des souris receveuses (données non
présentées). Des études ont montré que le traitement des souris Rag”, avec de I'lL-25 ou de

I'IL-33, deux cytokines pro-Th2, s’avere nécessaire pour induire la sécrétion d’IL-5 et d’IL-13
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dans les lavages broncho-alvéolaires de ces souris (Hurst et al., 2002) (Kondo et al., 2008).
De plus, il a été montré que cette sécrétion de cytokines de type Th2 dépend d’autres types
de cellules, présentes au niveau des poumons (Halim et al., 2012) ou de la rate (Fort et al.,
2001), comme les cellules lymphoides innées, qui pourraient ainsi aider au développement
des lymphocytes T CD4+ impliqués dans la réaction allergique. Ces observations laissent
supposer que la faible production de cytokines de type Th2, dans les lavages
broncho-alvéolaires de nos souris receveuses, pourrait étre due a I'absence de sécrétion de
cytokines pro-Th2 lors de la stimulation des souris avec de I'OVA. Les lymphocytes T CD4+
NTN” issus de la rate des souris receveuses, restimulés in vitro avec de I'OVA en présence
d’IL-2, n’induisent pas de plus forte sécrétion de cytokines de type Th2 par rapport aux
cellules sauvages. Ainsi, nos résultats suggerent que les lymphocytes T CD4+ purifiés a partir
de la rate de souris NTN”/ ont une plus grande capacité a induire le recrutement
d’éosinophiles et de neutrophiles, mais il semblerait que ce mécanisme soit indépendant de

la sécrétion d’IL-4, d’IL-5 ou d’IL-13.

3. Choix du modele d’asthme chez la souris

Différents modeéles d’asthme allergique chez la souris ont été utilisés dans notre étude. Le
modele utilisant 'allergéne OVA en présence d’Al(OH)s pour sensibiliser les souris en I.P.,
suivie d’une exposition a 'OVA par des instillations nasales répétées, est un modele
largement utilisé pour mimer la pathologie de I'asthme humain chez la souris (Chapman et
al.,, 2014). L'OVA est un antigene capable d’induire les principales caractéristiques d’une
inflammation des voies respiratoires mais seulement si elle est administrée en présence
d’Al(OH)s (Renz et al., 1992). Ainsi, la présence d’Al(OH)3 comme adjuvant pendant la phase
de sensibilisation permet de diriger la réponse immunitaire vers une réponse de type Th2,
s’accompagnant notamment de la production d’IgkE spécifiques par les lymphocytes B, d'une
prolifération de lymphocytes T CD4+ et de la production de cytokines de type Th2 (Brewer et
al., 1999; Serre et al., 2008). De plus, I'OVA utilisée dans nos protocoles est contaminée par
des LPS. Cette contamination peut participer a I'activation de la voie de signalisation du
TLR4, au niveau des cellules épithéliales des voies respiratoires, entrainant alors la libération

de médiateurs pro-inflammatoires induisant une réponse de type Th2 (McAlees et al., 2015).
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Cependant, I'utilisation de I'OVA comme allergéne peut aussi étre contestée. En effet, la
sensibilisation des souris est effectuée par voie I.P. alors que les humains peuvent étre
sensibilisés par voie respiratoire. De plus, 'OVA n’est pas treés présente dans notre
environnement, contrairement aux poussieres d’acariens (HDM). Cet allergene est
responsable d’allergies respiratoires chez la majorité des patients asthmatiques (Nelson et
al., 1996). Il a été montré que I'HDM contient entre autres, les protéases Derp 1 et Derp 9
(Gregory and Lloyd, 2011), impliquées dans la dégradation des jonctions épithéliales
permettant un passage plus aisé des allergénes vers les cellules dendritiques. D’autres
composants de 'HDM, tel que les LPS, participent également a la réponse inflammatoire
allergique en déclenchant la voie de signalisation du TLR4 au niveau des cellules épithéliales
(Hammad et al., 2009). Ainsi, pour confirmer les résultats précédemment obtenus dans
lesquels des souris sauvages et NTN”7 développent les principales caractéristiques de
I’'asthme allergique suite a un protocole d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de
I’OVA, 'HDM a été utilisé comme allergene. Nos résultats ont montré que la sensibilisation
et la stimulation des souris sauvages et NTN”" par des instillations nasales d’HDM entrainent
le développement des caractéristiques de I'asthme allergique, telles que la production d’Igk
spécifiques, l'infiltration d’éosinophiles ou encore la sécrétion de cytokines de type Th2. De
plus, les souris NTN7- développent une plus forte inflammation des voies respiratoires,
comparativement aux souris sauvages, notamment pour ce qui concerne le nombre
d’éosinophiles dans les lavages broncho-alvéolaires. Ces résultats suggerent que I'absence
de NTN semble influencer la réponse de type Th2, dans nos deux modeles d’inflammation
aigué des voies respiratoires, induits avec de 'OVA ou de I'HDM. Toutefois, le taux d’lg
spécifiques de ’'HDM est inférieur au taux d’lg spécifiques de I"OVA observé chez les souris
sauvages et NTN”, cette différence pouvant provenir du mode d’administration de ces

allergénes qui differe dans nos deux types de protocoles.

4. Implication de la NTN dans I'inflammation chronique des voies respiratoires

- Parametres de I'inflammation

Le TGF-B est une cytokine impliquée dans le remodelage des voies respiratoires dans

I"asthme chronique (Doherty and Broide, 2007). Suite a un protocole d’inflammation aigué
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des voies respiratoires avec de I'OVA, le taux de cette cytokine est augmenté dans les
lavages broncho-alvéolaires des souris NTN” par rapport aux souris sauvages. Cette
observation nous a amené a étudier I'impact de I'absence de NTN dans un modéle d’asthme
chronique. A cette fin, des souris sauvages et NTN7- ont été exposées de facon chronique a
I'OVA. Comme précédemment montré, lors d’un protocole d’inflammation aigué des voies
respiratoires (Michel et al., 2011), les souris NTN”- produisent un plus grand nombre d’IgE
spécifiques de 'OVA en comparaison avec les souris sauvages. Cette production d’IgE
s’accompagne de la présence d’une forte infiltration cellulaire dans les lavages broncho-
alvéolaires ainsi que la production de mucus dans les voies respiratoires de ces souris. De
facon plus détaillée, I'analyse de la composition cellulaire des lavages broncho-alvéolaires a
révélé une forte augmentation du nombre de neutrophiles chez les souris sauvages et NTN/-
OVA en comparaison avec les souris PBS. Ces résultats sont en accord avec plusieurs études :
(i) l'une, montrant l'importance des neutrophiles, dans l'apparition de la réponse
asthmatique tardive chez des souris BALB/c sensibilisées et stimulées avec de 'OVA dans un
modeéle d’asthme chronique (Nabe et al., 2011) et, (ii) la seconde, montrant que I'activation
de la voie de signalisation du TLR4, chez des souris sensibilisées et stimulées par de 'OVA en
présence de LPS, entraine une augmentation du nombre de neutrophiles au niveau des
poumons ainsi que I'augmentation de la sécrétion de TNF-o (Duechs et al., 2011). De plus,
I"apparition des neutrophiles, consécutive a l'infiltration des éosinophiles et des lymphocytes
T CD4+, survient lorsque les souris sont stimulées a au moins 4 reprises (Nabe et al., 2005),
ce qui est le cas dans notre protocole d’inflammation chronique des voies respiratoires avec
de I'OVA. Ces observations permettent d’expliquer l'augmentation du nombre de
neutrophiles dans les lavages broncho-alvéolaires des souris utilisées dans nos expériences.
De plus, 'infiltration des neutrophiles est bien plus importante chez les souris NTN/- OVA
que chez les souris sauvages OVA. L'analyse de la sécrétion des cytokines dans les lavages
broncho-alvéolaires a également montré une augmentation de la sécrétion de KC et de
TNF-o. chez les souris NTN”/- OVA par rapport aux souris sauvages OVA. Ces cytokines sont
impliquées dans I'hyperréactivité des voies respiratoires et le remodelage des poumons qui
caractérisent la pathologie de I’'asthme (Jeffery, 2004). Le recrutement des neutrophiles dans
les poumons étant en partie médié par le KC et le TNF-q, les taux élevés de ces cytokines

pourraient expliquer la plus forte infiltration de neutrophiles dans les lavages
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broncho-alvéolaires des souris NTN”". Ainsi, ces résultats suggérent que I"absence de NTN
entraine un déreglement de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires impliquées dans

I'inflammation chronique des voies respiratoires.

- Remodelage des tissus

Les neutrophiles activés sont impliqués dans la sécrétion de la MMP9 retrouvée dans les
lavages broncho-alvéolaires. Cette métalloprotéase matricielle participe au remodelage du
tissu pulmonaire lors de l'inflammation chronique des voies respiratoires (Ventura et al.,
2014). La quantification de l'activité relative de la MMP9 révele que son activité est 2 fois
plus importante dans les lavages broncho-alvéolaires des souris NTN/- OVA par comparaison
avec les souris sauvages OVA. L'augmentation de son activité s’accompagne d’une
augmentation de I'accumulation de fibres de collagéne autour des bronchioles chez les
souris NTN”- OVA par rapport aux souris sauvages OVA. Ainsi, nos résultats suggérent que
I’absence de NTN entraine un remodelage des tissus plus importants. Une des hypothéses
serait que la NTN agirait sur la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires impliquées dans
I'inflammation chronique des voies respiratoires par l'intermédiaire des neutrophiles. Une
autre hypothese, au regard des résultats observés avec des membres de la famille des
neurotrophines (Hahn et al., 2006), serait que la NTN, sécrétée par les cellules épithéliales
en réponse a un allergéne, ait un réle direct et anti-inflammatoire sur les neutrophiles,
modulant ainsi I'activité de la MMP9 et le dép6t de fibres de collagéne dans notre modéle
d’asthme chronique. En effet, le NGF et le BDNF qui sont principalement produits par les
cellules épithéliales chez les souris ayant subi un protocole d’asthme chronique, entrainent

la survie des éosinophiles lors de I'inflammation chronique des voies respiratoires.

5. Effet anti-inflammatoire de la NTN

Les résultats précédemment obtenus au laboratoire ont montré que, dans un protocole
d’inflammation aigué des voies respiratoires avec de I'OVA, I'addition de NTN par des
instillations nasales avant la stimulation des souris avec I'OVA, permet de limiter
I'inflammation des voies respiratoires en réduisant le nombre d’éosinophiles et la sécrétion

des cytokines de type Th2 dans les lavages broncho-alvéolaires (Michel et al., 2011).
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Cependant, afin de déterminer de quelle facon la NTN agit sur les parameétres de
I'inflammation, les effets anti-inflammatoires de la NTN ont été testés in vitro. Le niveau de
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires, IL-6 et TNF-0, par les cellules épithéliales et par
des cellules dendritiques cultivées avec les lymphocytes T CD4+, a été analysé en présence
ou en absence de NTN. Ces 2 cytokines pro-inflammatoires sont importantes pour le
développement de la réponse Th2 et le remodelage des tissus. L'IL-6 participe a la
différentiation des lymphocytes T CD4+ en lymphocytes T de type Th2, en induisant la
production endogéne de I'lL-4 nécessaire a ce processus (Rincon et al.,, 1997). De plus, le
TNF-0. participe au remodelage des poumons lors de l'inflammation chronique des voies
respiratoires (Jeffery, 2004). Nos expériences ont montré que I'addition de NTN dans les
cultures de ces cellules stimulées en présence d’OVA entraine, de fagon significative, une
diminution de la sécrétion de ces 2 cytokines. Ces résultats laissent supposer que la NTN est
capable d’agir sur les cellules dendritiques, les lymphocytes T CD4+ et les cellules épithéliales
en inhibant la sécrétion d’IL-6 et de TNF-q, limitant ainsi le développement de la réponse
Th2 et le remodelage des poumons. Dans ce sens, une étude a montré que I'ajout de NTN,
sur des PBMCs activés, entraine la diminution de la sécrétion de TNF-o, confortant notre
hypothese du réle anti-inflammatoire de la NTN sur les cellules immunitaires (Vargas-Leal et
al., 2005). Notre hypothése est également confortée par les résultats précédemment
évoqués qui ont montré qu’en I'absence de NTN, les taux d’IL-6 et de TNF-o sont supérieurs
dans les lavages broncho-alvéolaires des souris ayant subi un protocole d’inflammation

chronique des voies respiratoires avec de I'OVA.

6. Expression des récepteurs et voies de signalisation de la NTN

Afin de déterminer par quelle voie de signalisation la NTN est capable d’agir, nous avons
étudié par PCR quantitative, I'expression du récepteur GFR02, et son co-récepteur RET, au
niveau des poumons, des cellules dendritiques et des cellules épithéliales LA-4. Plusieurs
études ont montré I'expression de la NTN et de ses récepteurs au niveau des voies
respiratoires chez la souris (Widenfalk et al., 1997) (Golden et al., 1999). Nos résultats ont
montré que I’ARNm des récepteurs de la NTN est exprimé par les cellules épithéliales LA-4,

les cellules dendritiques issues de la rate ou dérivées de la moelle osseuse ainsi qu’au niveau
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des poumons chez les souris ayant subi un protocole d’inflammation des voies respiratoires
avec de I'OVA. Ces résultats suggérent ainsi une action directe de la NTN sur ces cellules. Ces
résultats sont en accord avec les résultats précédemment obtenus au laboratoire qui ont
montré I'expression de GFRO2 au niveau des poumons et des ganglions médiastinaux chez la
souris (Michel et al., 2011). En parallele, I'expression de GFR02 et RET a également été
montrée chez 'homme et la souris, au niveau des cellules immunitaires, notamment les
lymphocytes T CD4+ (Almeida et al., 2014; Vargas-Leal et al.,, 2005). Cette étude chez
I'homme a également montré que les lymphocytes T CD4+ sont capables de sécréter des
facteurs neurotrophiques telle que la NTN in vitro (Vargas-Leal et al., 2005). De plus, en
présence de NTN ou de GDNF, I'activation de RET au niveau de lymphocytes T naifs cultivés
en conditions Th2, régule la production d’IL-10 (Almeida et al.,, 2014). L’IL-10 étant une
cytokine régulatrice capable d’inhiber la réponse Th2 induite dans un contexte allergique
(Hawrylowicz and O'Garra, 2005), ces résultats suggerent que la NTN, via |'activation de
GFRo2 et de RET, pourrait jouer un réle important dans la régulation de la réponse
immunitaire de type Th2 impliquée dans la pathologie de I'asthme. Dans ce sens, une étude
a montré l'implication de RET, co-récepteur de la NTN, dans la modulation des réponses
immunitaires, notamment dans le processus d’inflammation (Rusmini et al., 2014). Ainsi, les
auteurs ont montré une corrélation positive entre le niveau d’expression des transcrits de
RET et de I'IL-8 (équivalent de la chémokine KC chez la souris) dans des PBMCs activées en
présence de GDNF, un autre membre de la famille des GFLs.

En parallele, une autre voie de signalisation indépendante de RET a été mise en évidence. En
effet, il a été montré in vitro sur des cellules RET7, que le GDNF peut agir indépendamment
de RET via son récepteur GFRol, couplé a une tyrosine kinase de la famille Src. Cette
interaction entraine la phosphorylation des isoformes ERK1/2 de la voie des MAPK ainsi que
la phosphorylation de facteurs de transcription appartenant a la famille des CREB tel que
I’ATF-1 (Poteryaev et al., 1999). Ces données laissent supposer que la NTN peut agir via son
récepteur GFRo2, et indépendamment de RET, afin de moduler la réponse Th2 dans
I'asthme. L’ATF3 est un régulateur négatif de la réponse Th2 dans I'inflammation des voies
respiratoires (Gilchrist et al., 2008). En effet, ce facteur de transcription est exprimé a un
faible niveau dans les cellules immunitaires inactivées. Suite a l'activation des cellules

immunitaires, I’ATF3, dont I'expression est augmentée, régule alors la production de
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cytokines de type Th2 comme I'lL-4, I'IL-5 et I'lL-13, et de cytokines pro-inflammatoires telles
que I'IL-6 et le TNF-a, par un mécanisme de rétrocontrdle négatif, afin de limiter la réponse
inflammatoire (Thompson et al., 2009) (Gilchrist et al., 2008). Nos résultats ont montré que
le niveau d’expression de I’ATF3 n’est pas augmenté chez les souris NTN”" contrairement aux
souris sauvages, suite a une inflammation chronique des voies respiratoires avec de I'OVA.
Cette observation laisse supposer que la NTN agirait sur le niveau d’expression de ce facteur
de transcription pour réguler la production des cytokines de type Th2 et des cytokines
pro-inflammatoires lors de I'inflammation des voies respiratoires. Dans ce sens, une étude a
montré que la NTN est capable d’inhiber I'expression de I’ATF3 in vitro, dans des cultures de
neurones cardiaques, via I'activation de la voie de signalisation du complexe GFRo2/RET
(Young et al., 2008). Cependant, le mécanisme d’action de la NTN au niveau des cellules
immunitaires ou des cellules épithéliales reste a étre déterminé lors de I'inflammation des

voies respiratoires.

141



142



Conclusion - Perspectives
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D’aprés nos résultats, la NTN jouerait un role important dans la régulation de
I'inflammation des voies respiratoires dans nos modeles d’asthme allergique chez la souris.
Mon travail a permis de définir son action au niveau des cellules immunitaires impliquées
dans la réaction inflammatoire chez les souris NTN7". Plus précisément, cette molécule
interviendrait dans la modulation de la sécrétion de cytokines de types Th2 a I'origine des
principaux symptomes de I'asthme, notamment lors de la réponse immunitaire immédiate.
La NTN interviendrait également lors de la réponse immunitaire tardive, caractérisée par la
production de cytokines pro-inflammatoires et le remodelage des tissus, en régulant ces
deux mécanismes (Figure 35). Cependant, les modes d’action in vivo de la NTN sont encore a

définir afin de valider nos hypotheses.
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Figure 35 : Hypothese du mécanisme d’action de la NTN dans l'inflammation des voies
respiratoires.

Suite a la rencontre avec un allergene, les cellules épithéliales pourraient produire la NTN
qui agirait a la fois sur les cellules épithéliales et sur les cellules immunitaires. Elle pourrait
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ainsi moduler la réponse inflammatoire, notamment par le controle de la sécrétion des
cytokines impliquées dans l'inflammation des voies respiratoires dans nos différents
modeles d’asthme. Ainsi, la NTN serait capable d’inhiber la production de cytokines de type
Th2, lors de l'inflammation aigué des voies respiratoires et la production des cytokines
pro-inflammatoires menant au remodelage des tissus, lors de I'inflammation chronique des
voies respiratoires.

Il serait ainsi intéressant de déterminer les différents types cellulaires capables de
produire la NTN en réponse a une stimulation par un allergene respiratoire. Une possibilité
serait de doser le taux de NTN dans différents échantillons: (i) dans les lavages
broncho-alvéolaires de souris sauvages, suite a un protocole d’inflammation des voies
respiratoires et, (ii) dans les surnageants de culture de cellules dendritiques, de lymphocytes
Th2 ou de cellules épithéliales, en présence ou en absence d’un allergéne (OVA ou HDM). Les
résultats de ces expériences permettrait de tester notre hypothése, a savoir que les cellules
épithéliales sont capables de produire de la NTN, comme d’autres facteurs neurotrophiques
(Hahn et al., 2006) et ainsi, influencer la réponse inflammatoire. Il existe quelques kits
commerciaux permettant de doser la NTN mais ils ne sont mentionnés dans aucune
publication et 'utilisation de certains de ces kits nous a montré que leur spécificité restait a
prouver. C'est pourquoi nous sommes actuellement en train de mettre au point un test
ELISA, au sein du laboratoire, afin de doser la NTN dans nos échantillons issus des souris
utilisées dans nos expériences. Par ailleurs, nous savons a présent que la plupart des cellules
impliquées dans cette réponse inflammatoire - cellules épithéliales, cellules dendritiques et
lymphocytes de type Th2 - expriment les récepteurs de la NTN. Ainsi, une action directe de la
NTN sur ces cellules, au moyen de boucle autocrine ou d’une sécrétion paracrine, pourrait
étre envisagée pour valider ’hypothése que la NTN est capable de limiter I'inflammation des

voies respiratoires dans un modele d’asthme allergique.

Il nous parait également important de déterminer I'impact de la NTN sur les voies de
signalisation impliquées dans l'inflammation des voies respiratoires. L'ATF3, facteur de
transcription qui régule négativement les réponses Th2 (Gilchrist et al., 2008), ou encore le

NF-kB, facteur de transcription au cceur de la régulation des réponses immunitaires au
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niveau des cellules épithéliales (Tully et al., 2013), nous paraissent étre de bons candidats.
Rappelons a ce propos que l'existence d’un lien entre I'absence de NTN et le niveau
d’expression de I’ATF3 a été mise en évidence au niveau des poumons des souris, suite a un
protocole d’inflammation chronique des voies respiratoires. Ainsi, il serait intéressant
d’étudier I'influence de la NTN sur ces facteurs de transcription dans nos différents modeles
d’asthme allergique, en particulier au niveau des différents types cellulaires impliqués dans
la réponse inflammatoire, comme les cellules dendritiques, les lymphocytes de type Th2 ou
les cellules épithéliales. Ces derniéeres jouant un role important dans l'initiation de la réponse
immunitaire, suite a I'exposition a un allergéne, des expériences de PCR quantitatives sont
d’ores et déja en cours au laboratoire pour déterminer I'influence de la NTN sur le niveau

d’expression de I’ATF3 dans les cellules épithéliales LA-4 activés par de 'OVA ou de ’'HDM.

D’autres facteurs sont associés a la pathologie de I'asthme et peuvent étre analysés
au niveau des cellules épithéliales, en particulier, I'intégrité de la barriere physique que
forment ces cellules. Ainsi, la mesure de la résistance transépithéliale ou du niveau
d’expression des molécules impliquées dans les jonctions intercellulaires, suite a I'activation
des cellules épithéliales avec un allergéne et en présence de NTN, pourraient nous apporter
des précisions sur le réle tenu par la NTN dans l'intégrité de la barriére épithéliale. C’est
ainsi que certaines de nos expériences ont déja montré que : (i) il existe une diminution
significative de I’expression de I'E-cadhérine dans les poumons des souris NTN”", en
comparaison aux souris sauvages, suite a un protocole d’inflammation chronique des voies
respiratoires avec de I'OVA et (ii) I'addition de NTN dans une culture air-liquide de cellules

épithéliales LA-4 limite 'altération de l'intégrité de I'épithélium que forment ces cellules.

I nous parait également intéressant de caractériser les différents sous-types
cellulaires qui participent a la réponse inflammatoire au niveau des poumons des souris
NTN”, en particulier les sous-types de lymphocytes T tels que les lymphocytes T régulateurs
ou les cellules lymphoides innées de type 2. En effet, ces derniéres jouent un réle important
dans la physiopathologie de I'asthme (Lund et al., 2013). Ainsi, elles pourraient contribuer au
développement du phénotype observé chez les souris NTN7-, suite & un protocole
d’inflammation des voies respiratoires. Des expériences de marquage multi-couleurs sont

actuellement en cours au laboratoire afin de déterminer le niveau d’activation de différents
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sous-types de lymphocytes T issus de souris sauvages et NTN”, afin de comparer
I’expression de récepteurs de surface ou de facteurs de transcription au niveau des
lymphocytes de type Th2 (TCR a3, CD3, CD4, CCR4, IL-17RB, IL-33R/ST2, GATA-3 et STAT-6),
des lymphocytes T régulateurs (CD3, CD4, CD25 et CD62L), des lymphocytes T mémoires
(CCR7, CD62L, CD3 et IL-7R/CD127) ou des cellules lymphoides innées de type 2 (CD45,
IL-7R/CD127, IL-17RB, IL-33R/ST2 et GATA-3).

Finalement, les résultats que nous avons obtenus chez la souris seront a transposer chez
I’'homme. La capacité des lymphocytes T CD4+ a produire de la NTN in vitro et I'expression
des récepteurs de la NTN a la surface de ces cellules ont déja été démontrés chez 'lhomme
(Vargas-Leal et al., 2005). Ainsi, il serait intéressant d’utiliser des lignées cellulaires
humaines, comme la lignée de cellules épithéliales A549, et des PBMCs de patients
asthmatiques, activées in vitro en présence d’allergenes, pour étudier : (i) I'impact de la NTN
sur la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-o, IL-8) ou de cytokines de type
Th2 (IL-4, IL-5, IL-13), (ii) I'influence de la NTN sur le niveau d’expression des facteurs de
transcription impliqués dans la régulation de lI'inflammation et (iii) la sécrétion de NTN par
ces cellules. Les résultats de ces expériences nous permettraient de valider nos hypothéses a
propos des effets anti-inflammatoires de la NTN et de son role dans la régulation de la

réponse inflammatoire chez I’homme.
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Neurturin Influences Inflammatory Responses and Airway
Remodeling in Different Mouse Asthma Models

Marion Mauffray,® Olivia Domingues,® Francois Hentges,* Jacques Zimmer,*

Daniel Hanan,” and Tatiana Michel*

Neurturin (NTN)} was previously described for its neuronal activities, but recently, we have shown that this factor is also involved in
asthma physiopathology, llowever, the underlying mechanisms of N'I'N are unclear. The aim of this stody was to investigate NTN
involvement in acute bronchial Th2 responses, to analyze its interaction with airway structural cells, and to study its implication in
remadeling during acute und chronic bronchial inflammation in C37TBL/6 mice. We analyzed the features of allergic airway in-
flammation in wild-type and NTN =~ mice after sensitization with two different allergens, O¥A and house dust mite. We showed

that NTN™'~ dendritic cells and T cells had a stronger tendency to activate the 'Th2 pathway in vitro than similar wild-ty
Furthermore, NIN ™'~ mice had significantly increased markers of airway remodeling like collagen deposition, N1

pe cells.
- lung

tissues showed higher levels of neutrophils, cytokine-induced neutrophil chemeoattractant, matrix metalloproteinase 9, TNF-q., and
TT.-6. Finally, NTN had the eapacity to deerease TT.-6 and TNF-a production by immune and epithelial cells, showing a direet anti-
inHammatory activity on these cells. Our findings support the hypothesis that NTN could modulate the allergic inflammation in

dilTerent mouse asthma models.

llereie asthma s a chrome inflammatory disease char-

acterized by a Th2-geared immune response composed

of the production of gk, the secretion of Th2 cyvtokines
and an accumulation of eosinophils in response to specific envi-
remmental allergen. The Th2-mediated inflammation in allergic
airways proceeds from lung dendritic cells (DCs) through the
capture and intermalization of allergens leading to their migration
into the dranmng Iymph nodes (LN) where they can prime T cells
and thereby generate a Th2 eytokine TL-4. TL-5, and TL-13 re-
sponse (Lo 2 This pathway 1s an optimal taget for deag devel-
apment by targeting Th2 inflamumation and the development of the
hunoral response (30 In individuals with chrome asthma, there 15
in addition a strucraral remodeling of the airways. consisting of an
increase in smooth muscle thickening, collagen deposition. ac-
cumulation of extracellular matrix components, and changes in the
airway epithelinm (4. 5). Important interactions take place be-
tween epithelial cells and DCs including the release of thymic
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stromal lymphopoietn. which promotes a Th2 polarizing trend in
DC precursors (6). The secretion of the Th2 ¢vitokines IL-4 and
TL-13 will raise the production ol chemokines like TL-8fcviokine—
induced nevtrophil chemoattractant (KC) by the airway epithelial
cells. which attract neutrophils (51 These cells will then release
matrix metalloproteinase-2 ( MMP-9) involved in tissue remodel-
g (7 Many studics have explored therapeutic agents lor asthma,
nevertheless the variation in efficacy and possible side effects of
these therapics determine a need for new treatments (8).

The neurotrophic factor neurturin (NTNY was originally iden-
tificd for its role on the development and the maintenance of
nevronal cells (99, In contrast to its neuronal activity, only a lim
itedd amount of information is available regarding its involvement
in inflammatory or immune cesponse, NTN belongs to the glial
cell line—derived neurotrophic factor (GDNE) family ligands
(GFLs), which are distant members of the TGF-B superfamily,
Anti-inflammatory activities and upregulation in serum of asth-
matic patients were described in the case of TGH-B1 (10}, Indeed.
TGE-Bl produced by CD4 T cells mhibited the Th2-driven air-
way hyperresponsiveness and inflammation in a murine model of
asthma (111 However, the effect of TGF-B1 m asthma diseases is
diverse. Thus. this evtokine can have promating effects. because
when expressed by abrway epithelial cells. it participates to the
remodeling and (ibrosis in asthmatic patients (12-14). On its side.
the secreted NTN prefercatially activates a pathway via a GPL-
linked receptor termed GDNF Tamily receptor o-2 (GFR«-2) and
the tyrogine kinase RET (15). In addition to this interaction, NTN
might cross-tulk weakly with the receptor GFRa-1 (16). Expres-
siom of NTN. RET. and GFRa-2 mRNAs was ohserved during the
development ol the cespiratory system {17), In adult mice, NTN
was detected at a moderate level in the lung alveoli and in the
thymus (18). Jugular trachea and lung transient receptor potential
vamilloid Lype 1—positive neurons expressed GFRa-2 and RET at
the mRNA level in guinea pig (19). Morcover, tracheal scctions
have revealed a positive staiming for other neurotrophic Tactors
like GDNF in the OVA-induced asthma model (200, 1L was also
shown that NTN and GDNF were important Tor the differentiation
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and survival ol pulmonary ncurons (21, 223, NTN © mice de-
velop o dry-eye disease. characterized by a high level of MMP-9
and TNF-a mRNA expressed by the comeal epithelium (23). In
a previous study, using a murine OVA-induced asthma model, we
observed that the abscnce of NTN ercased the peribronchial
inflammatory ccll infiltration. Thus, NTN mice showed a
stronger bronchial milammation associated with higher amounts
of Th2 cyvtokines and cosinophils as well as incrcased airway
hyvpertesponsivencss, Turthermore, administration of NTN before
challenge with OVA partially rescued the phenotype (24), LHow the
anti-inflammatory effect of NTN could impact on immune and
structural cells remaing unglear.

In the current study, we investigated whether NTN was able 1o
modulate the function of Th2 responses and examined the relation-
ships between NTN and the structural airway remodeling by studying
NTN™™ ice in muodels of acute and chronie allergic airway -
flammation induced by the maodel allergen OVA and the natural al-
lergen souwce house dust mile (HDM) extract. To further determine
a direct ant-flammatory activity of NTN on immune and epithelial
cclls, NTN was added with OVA to these cells in vitro and tested Tor
its capacity to decrease proinflammatory cvtokine production.

Materials and Methods
Mice

C3TBLA mice were obtained feam Ilarlan (TTorst, the Netherlands). NTN
mice on CA7BLA backgoomand weore provided by Profl T Milbrandc
(Washington University School of Medicine, St Lowis, MO Mice were
housed under a constane light'dark cycle and specific pathogen-free con-
dapons. They were wsed al 6 8 wk of age. All procedures respected current
European regulations and were approved by the National Animal Research
Authority.

Acute airway inflammaiion protocol

Mice were sensitized with OVA (20 wg) emulsified in 2.25 mg aluminum

hyudroxide (Sigma Akirich, Borem, Belgiomy in PBS (a0 ol volume of

0.2 ml) as described previously (24), Briefly, mice were sensitized by i.p,
wjection on days 0, 14, and 21 and challenged intranasally on days 27, 28,
and 29 Control mice were sensitized and challenged with PES/alum and
PBS. On day 30, mice were sucrificed, and sumples were eollected lor
turther analysis. VA (grade V2 Sigma-Aldrich) contained endotoxin: 250
endotexin s protein OVA as measwed by Pyrogent Plus Gel Cl
LAL assays (Lonza, Belgivm),

Mice were sensitized intranasally, according to the protocol described by
Willart cral. (250 with 1T pa HM (Dennatophagoides prevonyvssinus) in
50 pul PBS on day O after a short anesthesia with isofluran (CT-phanma,
Burgdort, Genmany) and challenged 7 4 later with 10 pg HDM in 50 pl
PRS for § consecnlive Comirol nice were sensiiteed and challenged
wilh PRS. Onoday 14, mice were saerficed, and sumples were collectsd lur
further analysis, HDM (Greer, Lenoir, NCT contained endotoxin: 3.86
endotexin unitsfme profein.

Chronic airway inflammation protocol

Mice were freated with OVA as described previously (24) with some
modificitions, Bri s sensitized on days 07, 14, and 21 and
challenged intran 20,30, 34. 37, 41, 44, 48 5| and
37 Conirol mice were sensitized amd challenged with PRS, On day 58,
mice were sacrificed, and samples were collected for further analysis.

Sample aeguisition and preparaiion

Mice were unesthetized and sacrifived as Jescribed previously (24), Blood
wits collectod by cardiae puncture For measwcment ol allergen-specific 1z,
Bronchoabveolir lavige (BAL) was performed ysing PBS/5% BSA/mixture
protease inhibitor (700wl (Roche, Mannheini, Germany ). followed by PBS
125 800 . Lumes were exeised Troon mice and diveetly Tashe-frocen for
RNA catraction or lised in 4% paralormealdehyde for histology analyscs,

Cell culnres

Cells Trom spleen and g desining LN ol OFA anduced mace were solined
amd acjusted w 3 % 107 collsiml and it inculiore Tor 4 d in DMEM sup
plemented with IL-2 {1000 TimD and restimulated with OVA (200 pe/ml).
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LN cells from HDM-induced mice were adjusted to 2« 10° cellsimi with
12 amcd veseimukaned with HDM (15 pgimb, BAL Muid (BALF) spleen; amld
LN supematants were Frosen al —80C Tor Biler cytoking analysis,

Bone marrow from naive mice was flushed from tibiae and femurs

and passed through a 40-pm eell strainer. Bone marrow—derived DCs
(BMDC s wore penerated from culiore of 13X 107 et per 3 ml in fbowell
plates for 6d in medivm supplemented with GM-CSF (20 ag/ml) and IL-4
(20 mgdmily, amd hall of the mediun was replaced owvo dies with Tresh
medivm, Al day 7. cells were replaled aath GMAUSF (20 ng/mli for 24 b,
then harvested and wsed for RNA extraction, DO-T cell coculture or
stimulated for 2 d wich LPS (100 ngdml) or OVA (200 pedml) and stamed
with specilic Abs for BEACK analysis,
en DCs were generated rom splenocyte cultures of 1% 107 cetls per
for 14 d wide GM-CST (10 ngdmly Hall dw iedium was replaced
e fimes por week with fresh mediom, Al day 14, cells wene hurvesied
for RNA extraction or stimulated for 2 d with LPS (100 ng/ml) or O¥VA
(200 pg/ml) and stained with specific Abs for FACS analysis,
A-d murine hronchial epithelial cells (Burepean Collection of Cell
WCACT cell lines, reference numher900403 120 were cultured al
2 2 107 cells i cellagen-precoawd Transveells in culure medivn (DMEM
1:2, Ham's FI12 1:2, 5% FBS, 1% pemallimfsareplomycin, 0% msulin,
Afer 4l medinm e the apical side was romoved 1o sel apair- lgaid
imeerface culture. Cells were cultured for 14 d in USC medivm (DMEM
1:2- Ham's 112 1:2; Lliroser G and 1% pemcillindstreptomyeing and
muedinm was changed 2 wmes per week, Cells were stimulated with KTN
Cangdmly waddor OVA (200pedml on tie apival side Tor 3 d and super-
natants were stored at -80°C before eytokine analysis.

DC and T vell coculture

BRI were harvested st day 8, coltared al 3007 colls in medim 0100 )
in 96 well plates and stimulated for 48 h with TNF-o (10 ng/ml) and OVA
200 gdml) or sedium alone as neganve control inpresence of different
doses of NTN. b parablel, OVACinduged spleen and LNCDEY 1 cells were
isolated by negative selection using the CD4 T eell isolation kit { Miltenyi
Biotec), The puricy of CDd T cells was 2906, Then, § » 107 CD4
1 cells were added 1o the cullure of BMEC S Supernatants were collected
after 4 d and stored at — 80°C before cvtokine analysis,

Lung histology and movphometvie analysis

Adter BAL, hings were collected, fixed in 4% paratormaldehyde, and em-
bedded in paratfin, Long tissue sections (6 pm) were stained to visualize
collagen with a Trichrome stain Masson Kit (H5-1KT]: Sigma-Aldrich).
Pietures were laken with o Leies microscope mounted with o canmery Omssde]
DMI 60003 ), Morphometeic amalysis was performed using a Lewca appli-
cation Suite version 83.8 software (medel DMT 6000B: Leica microscope ).
The peritwonchial collagen thickness was measurad (in sguane micnnmeiers )
in five bronchioles per mouse, The meuan depth of collagen was quantitied by
the measurement of the differences berween the arca of the hronchiole and
the sren of the bronchiole extended with collugen deposition, Results are
expressed as mean of the collagen depth for each animal,

Western blot

Protein homogenares of lung tissue samples were prepared in lysis buffer (50
e Tris, 200 b NaC], 10mM CaCls, and 10 oM ZaCi ). Proteins 130 ey
were loaded om a 12% SLIS-PAGE. transterred onto o nirocelulose mem-
brane, and blocked in TBS/Tween 0.05%/BSA 3% before incubation over-
night with anti-activating transcription Factor 3 (ATI3) Al (17100, Santa
Cruy SCTHEY o anti-aetin Ab (OO0 Millipore MABIS0T), Sceondiry Abs
were added for 2 h before revelation vsing West Femto chemiluminescent
Substrate kit (Hsher Sciemtific P10 34094, The resulting bands were ana-
Iyl nsing TroageQuant {CH HealthCrre) aned normadized o these of sein,

Zymograply

Protein homogenates were prepured lrom ench lung tissue as deseribed in
Wesicrn Blot, MMP-9 activity was obtained by analysis of the resulting bands
ana grelatin gel avmogram (Hio- Rad 105 Realy Gel Zymogram: 161-1167)
by densitometry using ImageQuant (GE HealthCare), The mean = SE
density of MMP-Y activity was ploted in oo graph and capressed as the
relative rat of the values an the control group. which werne expressed as one.

RNA exrvaction

Total RNA was extracted with RNeasy mini kir tor cell lysives and RNeuasy
midi kit for lung samples (Qiagen, Venlo. the Netherlandsy. RNA quality
assesstnenl wis tosted using Agilent BRENA 6000 Nano K10 (Agilem), One
macTogranm ol RNA was used 1o svmhesize cDNA wsing the PrimeScnpt
Reverse Transcriptase kit (Takaral
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Real-time PCR

Primers designed for real-time P(' 1'\ assay were GTRL\ 2 ( A('“L. ACA-

AAGAGAAGUCCAALY L B
LS GGTOAACAACAAL 3L A OAGGAGETT TITGOA
CAG-57, und GAPDH (5 -GTGGAGTC T‘\( TGGTGTOTTE-3. 3-UT

TGETGOTOTT I,"\I ACTGTTGA 37 ay endogenous control. The reaction
mix wis @s follows: 10 pl Fast Sybr green Master Mix (Life Technolo-
giesi, 25-50 ng cDNA, 2 pM primers in a final volome of 20 pl. The
amplification conditions were: 208 at 93 °C (hold stage) and then 40 cveles
of 1 a0 95°C and 20 5wl SRC. AN samiples were analyrad in iriphicates
using an Applicd Biosystems VilA 7 Real-Time PCR Systen.

Measure of cvtokines (n cultire supe it

Fevels of T4 a5 Tea 13 TNF ecand KO were measured by
Cvtometric Bead Array (CBA: BD Biosciences), according to the manu-
Faciurer’s profocol.

FLINA

TGHER 1 levels were measurcd by BLISA (cBioscience ), according Lo the
manntacturer’s protocel. Specilic Tgk, Teil and [gG2a were measured in
the serom as described previously (24),

Flow cviemetry

Al st Tor flow eytomeity were C10 FITC (B Biossiomess), O3
FITC, CDlle-PerCP-Cv3.5, CDEG-PE-Cy7 iBioLegend), Gri-IE, MIC
class 1T (MITCH-allophy L.oq anin {eBioscience), CDd-allophyeocyanin
tmmunetools. riesovthe. Germany), IgG-allophyeecyanin, 12G-PL (lacksaon
ImneResearch Laboratories), RET (R&D Svatems, Abingdon, K. ).
Wiable cells were identified with liveddead fisable near-1R dead cells stain
Lhafe Technologios, Furope BV Cells weve acguired vomea FACSCanta llow
eytometerand analvred with Flowla software (Tree Star),

Staristical ancalvsis

Data were analy sed with Geaph Pad Prism 3.0 sofltware. One-way ANOVA-
Newmman- Kewls multiple comparison aml @ tess were wsed Lo determine the
al significunee of the results, The values were expressed as means =

SE..\I from ndependent experiments, Any difference with a p value <003
was considered significant.
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Results
NINTT splenocvtes promote Th2 evtokine prodiction

Ty investigate at which step the inflammation is overinduced in
NTN ¥ miice, we tested the presence of OVA-specific Th2 eclls in
Iymphoid tissues. As we observed previously a higher Th2 response
in NTN ™'~ lung druining LN cells (24), we perfommed in vitro
expenments o analyvee the capacity of NTNTT spleen cells w
induce the Th2 pathway. After sensitization and challenge with the
allergen OVA (Fig. TA), wild-type (W1 and NIN 7 spleen cells
were pul in culture and restmulated with OVA (o activate the Th2
eylokine seerction, We found e spleen NTN © eells were able w
provduce more 1L-4 compared with WT and that the same tendency
wits ohserved for the secretion of 11.-5 and -13 (Fig 18).
Spleen NTN™'™ DCx have a distinet phenvtype

" P o g P P
Ter characterize the nature of the cells at the orimn of the NTN

phenotype, spleen DCs were put in culture and analyzed for their
activation marker expression. NIN ™" DCx exhibited 4 more mu-
ture cell surface phenotype than Wl cells. characterized by higher
expression ol the costimulatory melecules CDE0 and CDS6 and the
MUCH molecules (Fig, 1O The same differences weore abscrved
upen stimulation with LPS or OVA (Fig. 1C). Unlike spleen DCs,
the NTN™" BMDCs showed no phenotypic differences with WT
(Iig. 1D). To determine the NTN Y pe capacity to uptake aller-
gen, FITC—dextran beads were added in vitro in the presence of
spleen DCs or BMDCs. NTN™'™ spleen and BMDCs showed the
same phagocyiosts capacitics than WT DCs (data not shown),
NTN A
‘Lix further investigate the ahility of DCs to modulate the immune
vesponse of NTNT'T mice. purified spleen OVA-specilic CD4T
cells were restimulated in vire with OVA-pulsed BMDCy,
which resulted in production of Th2 cytokines (Fig. 2), NTN

DCs elicit stronger Th cell résponses

ﬂ:? W; R

Z] _ - e bt e
% ft % ! FRY WY AT ) B e LR
5 P
8 '8 Led 8 40
& # 2- ¥
] ol MEES a
MHCI  CDE0  CODRE MHCI  COE0 CD8& MHCI  COS)  CDB6

FIGURE 1. NTN ' splenccvies produce mors Th2 cytokines and DCs show differsnt phenotypes, (A) Schemaric of sensitization and challenge
protocal, (B) Cytokine levels from spleens of sensitized and challenged mice. Levels of -4 [L-5, and IL-13 were measured in supematants of splenocyies
restimulared i vitro with OVA for 4 d. Data are derived from three mice per group of four independent experiments (1 = 12), (C) Expression level of
MHCIL CDEO, and CDE6 among CM e spleen DCs stimulated with LPS or OVA from naive mice (normalized o NTN * DC condition). (D1 Expression
level of MHCTL CIS0, and CDR6 smong CO1 e BMDCs stimulated with LPS or OVAL Resulis are derived from three independent experiments, Viltics
are exprissed as means = SEM (Fp <2 (L0&, #¥p < 0L01), in., intranasal,
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T cells in contact with NTN © BMDCs produced more TL-3 and
11.-13 compared with WT T cells (Fig. 2A). To determine whether
DCs or T cells were responsible for this phenolype. we nexl
asscssed whether differences in Ag-induced Th2 eytokine pro
duction were attributable to the ability of NTNTT DOs to pre-
seual Ag, WT CD4 T eells had mwore capacity o secrele IL-3 and
=13 in coculture with NTN™'™ BMDCs in comparison with
WT BMDCs (Fig. 2By Thus, stimulation of T cells by NTN *

BMDCs led to a more robust proinflammatory response. We next
compared (he ability of NTNT'™ and WT CDA" T cells 1o secrete
the Th2 cytokines. So, WT or NTN * D4 T cells were put 1
contact with WT BMDCs. Results showed that Th2 responses
wiere better activated by NTN ! Teells {Fig. 2C). Furthermore,
NTN T OVA-specific 147 T cells purified from lung draining
LN restimulated in vitro with OVA-pulsed DCs showed the same
profile than NTN 7 spleen CD4+ 1 cells (Supplemental Fig. 1A—

NTN IN ALLERGIC AIRWAY INFLAMMATION

C). Thus, in NTN ¥ mice, both BMDCs and CD4 - T cells played
a rode in the stronger activation of the Th2 responses.

Higher Tha secretiom level in HIDM-inflomed NTN * mice

To obtain a hetter relevance for human disease, the acute airway
inflanumation caperiments were repraduced with HDM as o natural
allergen source for sensitization and airway challenge (Fig. 3A).
Adter the induction of acute asirway inllammation with the aller-
gen, HDM-specific 1gGl, IgG2a, and 12L were increased in WT
and NTN ™' sera and lung tissues showed immune cell infilizion
around bronchi (Fig. 3B} At this stage, no signuficant differences
were [ound between NTN™'™ and WT HDM-specific TeG1, TuG2u,
and IzE levels. A strong elevation of total cell numbers, in par-
tigular the eosinophils, 1XCs. and lymphocytes. was observed in
the BALF of NTN™'" mice compared with WT (Fig, 3C). The
amalysis of Th2 eytokine levels in the BALF showed a tendency to

A 50+ 100+ * 800 Y
~ — — 6001
2 2 :
Ll =
: 5 E
T S 5
= = a
i 200
o- J
BMDC : WT MTH-- WT NTN+- WT NTM WT NTN--
CD4 Tcells WT NTN-= WT NTN+ T NTN-/- WT NTR WT NTR- WT NTR
ho Ag QvA no Ag OVA ne Ag OVA
B 151 60 * §90- *
- - o G0
2 109 2 at I
2 g E
- wr ]
i & 3204 i
ol = = 20-
0- - -
BMDC : WT NTN~ WT NTN-- WT NTN+- WT NTN-- WT NTN+- WT NTN+
GD4 Teells : WT WT WT WT WT WT WT wT WT WT WT WT
no Ag OVA ne Ag ova na Ag OVA
C 30 N 50 * 1000 s
00+
3 207 3 404 =
E T £ oo
L= E =
e B 40
3 10 3 20 ‘=|T
E60
e o 0-

BMDC ;
CD4 T cells :

WT WT WT WT

WT WT WT WT

WT WT WT WT

WT NTN-~- WT NTN- WT NTN-- WT NTN-- WT NTN-~ WT NTN--
no Ag OvVA OVA OVA

FIGURE 2. NIN™'™ BMDCs and T cells induce higher Th2 cytokine secretion. Purified OVA-induced spleen CD4' T cells were cocultured with
BMDCs in the presence of OVA (B) or ne Az (0, (&) Levels of T4 1125, and 1113 in cobure supermigants of WTand NTN  BMDCs und T cells. (B)
Levels of o, 15 and 113 0 cabure supermatans of WEor NN © BMDCs in the presence of W1 cells, (€ Levels of 14 15 and H13 in
cullure superoatants of WU BMDCs o the presence of Wl or NUNT'™ 1 cells, Data are derived fram three mice per group of three independent
experimants i = 8/9). Results of each group are expressed as means — SEM (%p <2 (105, **p < .01

no Ag no Ag
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higher TL-4, TL-5, and 1L-13 release in NTN * mice (Fig. 3Dy
The Th2 cytokine production was also analyzed after expansion
ol the lung draining LN cells in the presence of HDM lor 4 d.
As previously shown with the allergen OVA (240, the level ol TL-4.
1L-5, and IL-13 was stronely increased in NTN © LN in the
presence of LIDM (Fig. 3K) These results confirmed in another
model of inflammation that NTN * mice have higher capacitics
o secrete Th2 cytokines.

Stronger effects of cluonic allergic alrway nflammation and
remadeling in NI “ pice

The amount of TGPE-1 was significantly increascd after acute
airway inflammation in W and NIN © mice. Furthermore.
TGFR-1 expression was raised o higher levels in NTN ™'
BALF compared with WT (Supplemental Fig. 21 Becuuse Lhis
molecule has been identificd as an anti-willammatory and profi-
broic eytokine playing a role in tGssue remodeling (11, 26). we
used a murine model of chronie allergic airway inflammation 1o
assess the involvement of NTN in OVA-induced airway remod-
eling and chronic inflammuation (Fig. 4A). 1akH, 12G1, and 12G2:
were upregulated in WT and NTN ™ sera alter inflammation: in
particular the 1gE level was higher in the NTN strain (Fig.
4B). BALF cell counts were increased in OVA-challenged mice.

Thus, the level ol cosinophils and the Th2 respouses were ele-
vated after mflammaton, However. no difference was found be-
tween NTN ™ and WT mice (Fig. 40, 4D). The same results were
observed after analysis of the Th2 evtokine production of the lung

1427

draiming LN cells put in culwre with OVA Tor 4 d (data nol shown).
In contrast. BALF composition showed an inerease of neutrophils in
NTN * und WT mice aller a chronic airway mllammation, and
the number was sizmbcantly lngher in NTN © mice comparcd with
WT mice iUig. 4C). Bocause NTIN ¢ mice showed a higher level of
neutrophils, we examined whether the lack of NT'N affected the level
of the proinflammatory mackers 116, KC, and TR, in BALL and
the activity of the metalloproteinase MMP-O in lung tissues (Fig.
A, 4E). NTNT'™ mice sensitized and challenged with OVA had
it higher level of KC (Fig. 4D). TNF-a found in the BALF was also
higher in NTN  compared with WT mice and MMP-O activity
followed the same way after inflanunaton in the lung (Fig, 4D, 4E).
In addition, the proinflammatory cytokine 1L-0 was signiticantly
more seereted in NTN ° BALF compared with WT (Lig. 4D),
Chromic allergen exposure is associated with peribronchial col-
lagen depositon (271 We assessed the thickness of airway walls
with Masson's trichrome stain. After repeated exposure to OVA,
WT and NTN™' lung sections showed an inerease of peribron-
chial collagen deposition (g, 4. In the airways of OVA-sensitized
and -challenged NTN ° mice. the area of subepithelial collagen
stuining appeared more ntense and the quantitative image analysis
showed significant differences compared with WT' (Fig. 4G,
NTIN treaiment downregulaies IL-6 secpetion by immune dnd
fung epithelial cells

The presence of OVA in the coculture of WT BMDCs and CD4"
T cells tiggered the release of 1L-6 (Fig. 3A) The simultancous

EREREE = I EEEREE N AEE SR RN
igsgsgig igiE;gEi ‘igi%;;i;

FIGURE 3. NTN ' mice develop a strong airway inflamimation after exposure to [TDM, (A) Schemaric of TIDM disease protocol. (B) [TDM-specific
L2E, 1pG L, and [pG2a Jevels in the serum in = 12), (€) Numbers of total ¢ells and cellular composition in BALF (n = 9). (D) Levels of 1L-4, [L-5, and 1L-13
in BALF (s =94 (E) Levels of 1L-4, IL-5 and IL-13 in culture supernatant of LN restimulated in vitro with IL-2 = HDM for 4 d (v = 9], Dura are derived
from three mice per group of three or four independent experiments. Resulrs of each sroup are expressed as medans — SEM (¥p <2 0,03, #¥p < (001, #7%p <
Q0013 AU, arbitrary unit; Lo, moanasal,
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FIGURE 4. NTN ' mice develap stronger teatures of chronic airway inflummation and remodeling. (A) Schematic of chronic OVA disease protocol,
(B) OWA-specific IoE. 1201, and LpG2a levels in serwm (AL arbirary unith =9y, () Total cell numbers and eosinephils, macrophages and nevtrophils in
BATF (o =6) (D) Tevels of TT-4 -5, TT-13, -6 KO and TNFae in BALF (0 = 6/9) {E) MMP-9 acrivicy aquanrified in lang rissnes fram gelatin-
wymogram (r = 91 (F) Lung histology. Representative scetions of hronchi of W or NTNT'T mice, Scetions were stained with Frichrome. Scal bars, 100
s, (G0 Peribronchinl collagen thickness wis measured as deseribed in Marerinds amd Methods e = 150 Data are derved T three mice per group of fwo
or three independent experiments, Results of each group are expressed as means = SEM (%p <0 008, #5p = 001, #7%p < 0001 ). 1.0 intramasal,

addition of NTN and OVA to WT BMDCs significantly decreased and TL-13 was comparable in the prescnee or absence of NTN
the IL-6 production. The NTN treatment generated also a reduce- {data not shown).

tion of the TNF-a level (Fig. 3B). Nevertheless, the seeretion of 1L-6 is seercted by lung epithelial cells in asthmatic paticnts, and
the Th2 cytokines was not influcneed as the level of 1L4, IL-3, may promote Th2 ditterentiation of CD4" T cells (28). To test the
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capacity of NTN to influence the secretion of IL-6 by mouse lung
epithelial cells. the LA-4 cell line was pul in air-liguid interface
culture. Then, OVA or OVA and NTN were added on the apical
side, and the levels of the IL-6 production were quantificd. The
conscquence of adding NTN was a significant seduction of the
1L+6 preduction (I'ig, 3C).

NIN veceptors ave expressed in lung tissues, DCs, and lung
epithelial cells

To determine whether the effects of NTN on immune and lung
epithelial cells could be the result of a hinding to the N'TN receptor
complex, we investigated the expression of RET and GFR«-2 in
lung tssues, DCs, and the LA-4 cell Line by quantitative RT-PCR
analysis, Previous reports have shown the expression of NTN, RET,
and GIRe-2 in the airways (17, 18, 29). Our results demonstrated
the mBRNA expression of GHRa-2 and RET in the LA cell line,
Wl BMDCs, and spleen DCs. Furthenmore, the abscoce of NTN bad
no influcnce on the basal expression of these receplors (Fig, 6A).
WTand NIN ¥ lung tissucs also expressed GIRw-2 and RET, and
the transcript levels measured in control mice and after inflammation
were similar (Lig. 6A). RET expression at protein level was also
detected in Tung tssues of WTand NTN © mice by Now cylometry
{Fig. 6B). Thus, we conflivmed that the molecules required Tor aclive
NTN signaling arc cxpressed n lung dssues, DCs, and lung cpi-
thelial eclls, suggesting a role tor this neurotrophic factor 1o alrway
lung inflammation,

Lower expression of ATFZ in NIN™™ lung tissue

Activating transcription factor 3 (ATE3) is activated in response to
asthmatic inflammation in the lang and negatively regulates the
gene expression of many cytokines like -4, 11.-5, 11.-13, and the
proinflammatory 1L-6 (30, 31} Thercby, in the absence of ATE3,
the Th2 evtokine production is cnhanced (32). We tested the hy-
pothesis that NTN modulates the immune response by inducing
expression of ATI3. Therefore, the ATIS protein expression level
was quantified in W and NTN lung rissues after a chronic
airway  inllanimation protocol. The data showed that ATF3 ex-
pression was significantly increased in the lungs of WT mice alter
OWA sepsitization (Figo 6C), confisming results from Gilchrist
et al. ¢32), On the contrary, NTN * mice didn’t show any rise of
the AT} protein in their lung tissues following the overin-
Rammmatory phenotype observed in these mice (Fig, 6C)L

Discussion
The implicution of NTN in the regulaton ol asthmatic airway
inflarmmation had not vel been further worked out. Our study of
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NTN™'" mice in airway inflammation demonstrates an essential
role of NTN in the control of epithelial and immune cells like DC
and CD4™ T cells through the dowaregulation of the Th2 response.
Thus, we tested the Ag-specilic Th2 cell responses in lvmphoid
tissue and locally 1o the respuatory tract. As proviously shown for
NTN " lung deaining LN cells (24), NTN ' spleen cells better
induce Th2 responses. Analyses of NTN © BMDCs and NTN *
lymphoid CD4" T cells, demoustrated a higher capacity of these
cells 1o activate the sccrction of the Th2 evtokines comparcd
with WT cells, Furthermone, the allergic atrway inflammation in a
HDM instead of OVA asthma model showed similar results by
exhibiting more immune cells in the BALF of NTN ¥ mice, in
pacticular coswophuls, DCs, T cells. and neotrophils, and in ad-
dition, Th2 responses were ereased. The same phenomenon was
observed when NTN * mice had undergone chronic inflamma-
tion challenge using OVA, In this situation, NTN lung tissues
also exhibited ncreased markers of airway remodeling as shown
by collagen deposition, ncutrophils, KC, MMP-4%, and the proin-
flammatory cytokines TNF-w and IL-6. In addition, we were able
to demonstrate that NTN, added 1o OVA on DCs or LA-4 cell line,
has the capacity to decrease in vitro the level of 1L-6 and TNF-w
amd thus plays a direct role as an anti-inflammatory molecule.
Finally, we showed the presence of the receplors GFRu-2 and
RET on DCs and cpithelial cells and a possible influence of NTN
on the transcription factor ATE3 expression, because its lovel is
lower in NTN ¥ mice after OVA sensitization and challenge
compared with WT mice.

To comlirm our previous studies using OVA i acule airway
asthuna model inflammation (24, we tested another allergen model
that iz considered more elevant for human asthma (33), HDM
extract containg many alleraenic companents (o which 50-85% of
asthmalics are allergic (34). Tn our model. HDM exposure induces
i stromg inerease of atrway inflanmation markers in NTN ’
mice. Thus, NTN seems w play a role in the control of this pa-
thology 1 both HDM- and OVA-induced acute asthima models.
Nevertheless, the global Th2 response in the HDM model of awr
way nflammation 15 weaker than in the OVA model as refllected
by a lower level of serum HDM-specific Te.

DCs. as professional APCx, have an important [unclion in the
airways o inittate and modolate immune responses by influ-
encing differentiation of T cells, It was shown that DCs use
different signals to activate the | cell responses: one iy deliverad
by MHCIH molecules (o the TCR and another ome from co-
stimulatory molecules such as CD8O and CD86 (35). Despile
similar MHCTL CD80. and CD86 expression levels as in WT,

denir Eeetd G
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FIGURE 5. NTN has a potential anti-inflamuiatory role on immune and epithelial cells. Levels of IL-6 {A} and TNF-t in supérnatants (B) of puritied OVA-
induced WT spleen CDM* T cells cocultured with WT BMDCs in the presence of OVA and/or 10 ng/ml NTN. 10F agfml. and |07 ng/ml. Data ase derived from three
miice per group of tee or thiee independent experiments {1 = 91 (€) Levels of 116 in supernatants of LA-4 cells sumulated sith OVA (200 pedml) andfor NTN
(15 mghmb). Dt are derved o seven imdependent caperiments. Results of cach group are exprossed as means 2 SEM (2 = 008, #=p < 001, =650 <0 0001 ),
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E "
FIGURE 6. W1 amd NTN 7 ice expross o
CiFRa-2 amd RET in bung lissues, 130, and i
LA-4 cell line, (A} GFRa-2 und RET mRNA E ™
expressions in LA-4 cell line (n = 3), in BMDCs 3 154
and in spleen DCs from naive mice (0 = 3), in
lung tissues from OVA-induced mice (o = 3) i 05
and 0 brain Hssue as positive contrel. For cach "

sample, GAPDH was used as endogenons con
trosl, (B RET expression wis cxamined by Qow
eviomelry i1 OVA-induced WT und NTN 7

lumg cells (RET'CDIY 1gG ) compured with
isatype contrel (0 = 33 Data are derived from
three independent experiments, (C) ATF3 protein
expression in OVA-induced WT and NIN~
lung Ussues were cxamined by Western blot.
12k e derved Tronm Three iee pe group of
three independent experiments (n = 7/9), Resulty I
ol cach group are cxprossad as means. £ SEM

B WA
B WAL e o
0 3 Lung WT PBS
3 Lung NTh<- PBS
E 15 B Lung WT OVA
B Lung NTH-/- OVA
} 10
i 0.5
o0
GFRul RET
PBS ova
2 Isotype control
I'. | f]\ [] RET+ colis
/1 / l|
| A

{#p < 0A),

NTN ¢ BMDCs have higher T cell stimulatory capacities

in vitro, Moreover, stimulated NTN™'"CD4* T cells induce
a more robust activation compared with WL These findings
suggest that 'Th2 cell responses might at least in part be negatively
regulated hy N'TN but that control might be dependent on several
other cosignaling pathways. through adhesion or costimulatory
molecules like TIM family or members of the TNF superfamily:
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CD70, OX40 lipand and LIGHT (36). LIGHT could be an inter-
esting candidate as it was deseribed to be involved in T cell ac-
tivation and in the promotion of MMP-9 and 11.-13 expression in
airway remodeling in OVA-induced animal maodels of chronic
asthma (4. 37). This hypothesis needs to be tested ro detail the
potential anti-inflammatory effect of NTN demonstrated previ-
ously (24).
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Because we observed the expression of GFRa-2 and RET
mRENA in lung tissues. in immune and epithelial cells, this suggests
i direct action of N'TN on 13Cs and 1" cells. Our results are in ac-
cordance with previous reports, which deseribed that mice and
hurman Jung, TN, and immune cell subsets like CD4' T cells and
menocyles are able to produce NTN and express i3 recepiors
GFRa-2 and RET (29, 38-41), Hurthermore, after a stimulation
with OVA and NI in a culture of 13Cs or the 1LA=4 cell line, the
[L-6 levels were lower in comparison with the condition with OVA
alone. TL-6 was shown 1o be produced by macrophages or DCs. by
epithehal, endothelial, and some wmor cells. A potential vole of
IL-6R in controlling Th2 function was suggested (421 Thus, -6
might be released by DCs and then influence T cells by promoting
a Th2 response in the airways. We can make the hypothesis that
NTN, through the binding of its receptors GI'Re-2 and RET on
immune cells, may inhibit the secretion of 1L.-6. leading o a de-
crease of the inflammartion as illustrated in Fig. 7. Accordingly, in
absence of NTN, IL-6 is overespressed resulting in un increase of
the inflammation observed in NTN * mice,

Alrway cpithelial cells play an important role in asthina phys-
iopathology via the interaction with immune cells like DCs and the
secretion of proinflammatory cylokines such as TL-6 and TL-8/KC.

1431

These eviokanes have been associated not only with nflammation
but also with airway remodeling and hyperresponsiveness (43),
[Mrect interactions have been shown between the RET pathway
and immune response as the RET mRNA level is correlated with
the tramscript of TL-8 in monocytes and macrophages (40), This
could be a link to our vesults showing a strong increase of IL-8/KC
sgeretion in lung in the absence of N'ITN, Furthermore, the se-
eretion of TNF-r and KC inducing a recruitment of neatrophils, is
associated with airway remodeling of chronic bronchial inflam-
mation (44, In our expenments. TNF-w levels were higher m
NTN ¢ mice, as were the levels of neotrophils, which also dil-
lered between NTN™'" and WT mice. This could correlate with
lindings reported previously by Vargas-Leal et al. (39) who
showed thal addition of NTN to immune cells reduced the amount
of TNIF in the supcrnatants of PBMC. Taken together with our
resulrs, this study sugpests that N'TN might reaulate the expression
o TNF-ee during chronie asthma.

Following stimulation by TNF-we and TL-8/KC, neutrophils will
release granules whose major component is MMP-9 (45), MMP-4
is tound in the BALD of asthmatic patients, and the increase of
MMP-9 activity in the |lung tissues is related to the increase of
collagen deposition in the airway walls (46). We have shown that

FIGURE 7. Model of mechanism of action of NTN daring aireay inflammatory responises. As a response to stimulation from the alleegen. NTN might be
produaced by airway epithelial cells. This muolecule could be able w modulate epichelial and momune cells ke DCs through the regulation of the acute
airway inflammeation. During chronic sivway inflammation. this cffeet would lead o a partial contral of the airway remodeling via various cvlokines like.
KO, MMP-9, INFa, and eollagen deposition.
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N mice presented 1 higher MMP-9 activity than WT mice

resulling in a higher level of peribronchial collagen deposition. As
previously shown Lor the influence of the neurotrophin BDNF on
cosinoplils (47} one hypothesis could be that NTN produced by
airway epithelial cells could be able to maodulate immune cells like

13Cs,
1L-6, KC,
ATF3 regulates proinflammatory cytokine production like TL-4,

I cells, ar neutrophils by the way of various eytokines like
MMP-4, and "INF-oe and collagen deposition (Fig. 7).

IL-5, 1L-6, and IL- 13 in immunc cells through a negative feedback

mechanism to prevent acute inflamms atory

ndromes (48, 49, In

response to LPS, ATF3 is alsa able 1o [lfmnregul.ne TNE-a (30).

The fact that ATF3 is cxpresscd
after OVA sensitization and challenge

at a lower level in NTN™' mice
compared with WT mice

could be linked with the eyvtokine level obscerved in these mice. By
which mechanism NTN is able to influence the ATF3 level ex-

pression remains W he determined. However, through the activa-
ton of GFRa-2 and RET pathway. it has been shown that N'TN
could modulate the ATT3 cxpression in neurons (30).

In conclusion, treatment with NTN can reduce the secretion of
-6 by immune cells,

The absence of this nenrotrophic factor

increases cellular inAltration by eosinophils and newrophils in the
airways, actvales the synthesis and secretion ol cylokines, and
inereases the IgE synthesis by B cells, selated (o acute and chronic

airway inflammation and remodeling,

Turther studics should be

performed using N'TN in vitro with differsor partners like airway
epithelial cells. DCs and 1 cells or neutraphils o define exactly the
anti-imflammatory potential role of NTN, Tt now remains o be
cslablished whether and how this pathway 18 also operative 1n
humans. as it was rceently shown that RET is likewise present in
human peripheral T cells (39, 400, In addition. NTN wis identified
in the temseriptome af the normal nonsmoker healthy hmean small
airway epithelium (511 and was able w reduce TNF expression in
human PBMC (39).
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Figure S1: NTN™ lung draining LN T cells and DCs induce higher
Th2 cytokine secretion. Purified OVA-induced LN CD4+ T cells were
co-cultured with BMDCs in the presence of OVA (black bars) or no Ag
(white bars). (A) Levels of IL-4, [L-5 and IL-13 in culture supernatants of
WTand NTN” BMDCs and T cells. (B) Levels of IL-4, IL-5 and IL-13 in

culture supcrnatants of WT or NTN” BMDCs in the presence of WT'T
cells. (C) Levels of TL-4, TL-5 and 11L-13 in culture supernatants of WT
BMDCs in the presence of WT or NTN™™ T cells. Data are derived from
two or three mice per group of three independent experiments (n=7/8).

Results of each group are expressed as means + SEM (* p < 0.05)
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Figure S2: NTN”" mice produce higher levels of TGFB-1
after an acute airway inflammation. Mice were treated with
OVA or PBS. Levels of TGF[}-1 in BALF are shown. Data are
derived from three mice per group of three independent
experiments (n=9), Results of cach group arc cxpressed as
means £ SEM (* p < 0.05).
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Résumé :

Les cellules “Natural Killer” (NK) sont des cellules du systéme immunitaire inné. Elles
constituent une premiere ligne de défense contre les infections virales et les cellules
tumorales au niveau de la moelle osseuse et des organes périphériques comme les poumons
et la rate. Les poumons, en contact avec de nombreux agents pathogenes respiratoires, sont
le siege de maladies inflammatoires. La rate, en tant qu’organe lymphoide secondaire
connecté a la circulation sanguine, est impliquée dans la régulation de la réponse
immunitaire systémique.

En utilisant des souris C57BL/6, nous avons étudié les différences phénotypiques et
fonctionnelles qui pouvaient exister entre les cellules NK présentes au niveau de la rate ou
des poumons. Le niveau de maturation de ces cellules, le niveau d’expression de leurs
récepteurs, leur capacité de prolifération, leur activité cytotoxique et leur sécrétion de
cytokines ont été analysés. Afin de déterminer si I'’environnement des cellules NK pouvait
expliquer les différences trouvées, l'influence des macrophages, issues des poumons et de la
rate, sur les cellules NK a été étudiée in vitro.

Les résultats ont montré que les cellules NK issues des poumons ont des caractéristiques de
cellules plus matures en comparaison avec les cellules NK issues de la rate. Cependant, le
niveau d’expression des récepteurs, la capacité de prolifération, I'activité cytotoxique et la
sécrétion de cytokine sont supérieures chez les cellules NK issues de la rate comparées aux
cellules NK issues des poumons. De plus, suite a un contact direct des macrophages issus de
la rate ou des poumons, 'activité cytotoxique de ces deux sous-types de cellules NK est
augmentée.

Ces résultats suggerent qu’il existe des différences phénotypiques et fonctionnelles entre les
différents sous-types de NK selon leur localisation dans les différents organes. Ces

différences peuvent étre en partie dues a leur environnement cellulaire.
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Abstract

* E-mail: tatianamichal®c rp sante lu

MK cells are lymphocytes of the innate immune system which are a first line of defense against infections and tumor cells, in
bone marrow and peripheral organs like lung and spleen. The lung is an organ in contact with respiratory pathogens and
the site of inflammatory disorders triggered by the respiratory environment. In contrast, spleen is a lymphatic organ
connected to the blood system which regulates the systemic immune response. Here we compare NK cell maturation and
expansion as well as expression of NK cell receptors in spleen and lung compartments. We show that spleen and lung NK
cells differ in phenotypic and functional characteristics due to a difference of maturity and cellular microenvironment,
Indeed we observe that spleen and lung macrophages have the capacity to influence the cytotoxicity of NK cells by cell-to-
cell contact. This suggests that the differences of NK cell subsets are in part due to a modulation by the organ environment.
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Introduction

NE el arve emplwseytes present all avomsd the body, swhich
contribute 1o trigger antiviral and antl-nemor defense.  Lhey
participale i the
thee avepaved immse espose by cvtotoxic activite wml lwe

il inlluenee

slslanee against nlecuous agents

seeretion of evlokines. pardenlarly TIN=7 Do also Th2=mssonmaled
evtokines such as TT-5 and TT-13 and the immumore
velokine L1012 NI cells ape o e most org
b marrene, splecu, pmph nedes, Tver, Tuog and ateras |34,
The tissue distribution of NK cells ¢ may impact their local
role in immune responses, It has been deseribed in the movse, tha
NEK crllsy i savions Bvaphioid oe non lemphasicd ooz, fe guite
dhifferene [H=8]. Tn hone marrow, WK coll subsers are congidered
precursars of a mature NK cell population, which is GDI IR
and precominands found in periplieral organs such as the spleen,
Falescad, Tiver sl T (902 The lung is an important sive ol ¢
o antigens and pathogens via irs alrwavs and i vascalar

ilatire

s, nclnding

postire
Fatem
tion will enhance N cell acuvity in the lung o

o whether the virus i given intranasally or

nuravensnsly. Bowas desenibed dhal NK eells o spleen aned lung
Tt their

CDTTh

hawe gquite the same sirface charactenstios 1 12)

naturation is dillevent, o lact tere ave move G2
Nk cells i the g comparal (o the splece [6012].

s, dencdritie
bl TER-

Activalion

Lhere Is a considerable crosstalk bevween MK e

vells (1 Cs) or macrophag al studies have shown
stiitnnlated s or macrophages conribnte o NK el

[13 2], Macrophages are present in the environment of Nk ¢
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in the luag and in the spleen. Ir was shown that macrophages can
nfluence DR cell The ceosstalk  between
naerophagres ol NK eells aetmates the prolilergon and the
cviokine secretion ol the Later, and primes MK cell cvtotosicity
againsl polenial

-

aclivity. huiman

cells

maerophages wre able i inhibae KK cell actviky i

17,18]. T
A il wiodel, 1 has heen shiown e NK eell acoaiies are ol

izhibited by spleen macrophages [197. Nevertheless, some majar

dillerence aarel bosan were Lowned

AnnonE Speeies
inw

e vegulation of NE aciary by racrophages [20].

Linaleds sty we show Inamonse model that NK eells Trom twe
g b other: pheootypic and Toetonal characierisias than
NK eells fram the spleen, Purthermore, we investigated the
putencially cifferent vole of lung and spleen macrophages in the
regilation of WK cell actieily, Ty comparing i o, the WK eell

eytotoicity o the presence of these two suly
Resulrs indicated thar macrophag
evlotoxivily against tnosor cells, Taeresi

s of maeroplages.
o WK cell mediated

splecin macrophages

mer

Bave o tendeney o e fomher N cells evionoaoiy than Tung

n Ir'i('T{'Jph.'J.}_"'i,‘.N.

Materials and Methods
Mice

Female C37BLAS mice were obtained from Iarlan (The
Netherlwnly, Mice were kept under specilic pathogen-lree

conditions and were useel g G0 weeks ol age All procedures
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Figure 1. Differences of the mature phenotype between spleen
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- [ NK spleen
3 NK lung
9
N
®

and lung NK cells. NK cells (NKT.17CD3 | from lung and spleen were

analyzed by flow cytometry, (A] NK cells were analyzed for CD27 and CD11b expression. The data shown represent one out of seven experiments.

Results for each group (n=7] are expressed as means | SEM, ***p=:0,001
The data shown represents one out of three experiments.
doiz 10,1371 journal pone 00512309007

respected current Doropean regulations aned were approved by the
MNatonal Animal Research Authority,

Cell Isolation and Culture

Thee e were Killed by coraeal distocaton and spleen and Tung
were remeved, Then cells were lsolated nsing a digestion soluticn:
collagenase 111 ngAml; ilnvivogen, Belsinm?, bensonase (30 L7
ml Merck, Germany, MeC12 0006 udd, 1O% fetal bovine seram
thvviteowgen and beatment with red Dlood cell Besis baller, Teotal
spleen and lung cells were stained for FACS anabyvsis, CTSE assav
o icubated over-might with LPS (T pgdml 121255 ngd ) and
I 10 CT00 yed ol or PMA G0 el Sonenseein {1 pzdml) and
Hed 30 ngdml: b complet: medimg @ DMEM with 10% FOS,
pemcilindsreptomyvein, | omdD TTEPTS boffer and 50 g 22
Mercaptoethanol supplemented with recombinant human IL-2
000 LA ml (K& Svsems, UKL Macropha

with e P40 biotin: Al annd magmene: Tiead

s owere purilied
fanbi-rerobead
Biatin tsolation ki, Milreny Botee, Belgium, WK eell puorification
performed  after a4 Nvlon wool colwun (G RISKRER,
Germiny! as o negative selecion, wsiog magaetic beads and e
PG baoin A wdded inos eockiail of  bioti-conjugatod
antibodics. N ecll solation ki TT Miltenyd Tiorec

Freshly bolated macrophages were ncubated n 96 well plates

Walh

o wanswelly e 24wl placs, Afier | b, WK eells wers
ineubaterd alone, in direct contact or in wanswells with macro-
phiages Tor 24 b w the raio of 30 o complete  medinm

supplernented with [E-2
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[Student’s unpairad t-test). (B) NK cells were gated for KLRG] expression.

CFSE Assays

Spleen and lung cells were labeled with 10 pM of CTSE (Sigma-
Aldrich, Belgiumi lor 13 min at 3770 in PRS with 0.2% BSAL
After two washes, cells were resuspended in complete medinn
supplernented with TH-2 and oo enbone: e 4 days 48 weell
plates, 7-AAD  cells were gated for analysis,

Degranulation and Cytokine Assays

Lysosomal granule exocviosi was dewermined 1y CDL07a
expression. After an over-might activation of spleen and Tung cells
at 37 O with different tvpes of stimulating molecules see cell
wserdation e culbure part, cells were enbated T 3 ominmies with
ani-CDG/CDS2 Ab i1 !.Lg‘.-"’]f]':.' cellst followed by staining with
ant = 07a-FT I movse-Ab or otvpe conral, Alver 1 e ol
incubation, Golgl stop (BD Biosciences, Belghun! was added lor
adehivional 4 b Sobseguesty. raeellolar saining e TH=5, 1A

[-10, TL-15, ThT-a, IFN-y sere performe.

Cytotoxicity Assays

Cyosieily assavs were performed as deseribed  previously
[21]. Brielly, NK eell cvtomsaeny was dewrmined alior 24 b ol
incubrition jo 1000 UAml of 1-2, or 120 11212 05 ngdml) and
08 100 ngdmly, amamst the VAC-| targer colls thar were
labseled with 5 pM of CEFSE. Effector cells (L were mixed with
arget oells T ar ST matios vanging o 171 60 23451 Aler 4 1
of menbation @ 37°C, cells were analyzed on s PAUSCana flow
evtometer, Todentfe dead cells, 15 ph of the dead cell marker
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Figure 2. The level of receptor expression differs between spleen and lung NK cells. Splesn and lung cells were stained for MK cells
[NK1.1'CD37) and analyzed for several markers and Ly49 raceptors by flow cytometry. (4) Y% of NK cells expressing the receptors. (B) MFI values of NK
cell receptors. Results for each group (n=7) are expressed as means — SEM. "p=10.05, “'p=0.01, ***p=20.001 (Student's unpaired t-test).

doi 10,1371/ journal pone 0051 230.9002

TE-PRO-S (Invitrogen. Belainm] was added. The percentage of

deaed cells duving the test was novmalized w e percentage of NIk
{:(‘”h' i]l ||1||‘L’: Elllii ?"Pl(‘(‘li hl]'\]]“.[l?\'ii]ilﬁ. ..I.l] ARSCSE N’]’{ ('(‘“ 1 _\_'l(“(lhil'il.)'
alier cocultare o transwell colinee with maceaphages, NK cells
were removed by harves
meclmm. Th{‘ purity of solated NK eells was the same than the

ol of NK cells alane [ 0% NK 11T €93 cillz) as

l]l'li'l[]]ltllt‘d by Mlow extomelry.

ing non-adherent cells and wazhing with

Flow Cytometry and Antibodies

Anti=mionse antibodios vsed for Tow evtomensy were az lollows:
CDO7a-1TIC, Lwl9G2- 0TI, 2B1-I1TC, Ly 19D-ITIC, (BD
Bioscicnees), Lvl9L-PTTC, CD27-ITLIC, Qa2-1T1'C, NKG2AS
CAL-UTTC feBinscience, USA Lat9A-PEL Led9C/ 1-PE, Laya1-
PENKG21-1'E (BD Biosciencest, CTGH-PE (Biolegend), 11-5-1E,
H-6-PE, H-T0-PE, 1-13-PE. TNF-ae PE, IFN-v-1'F, G 22-PE
ieBioscivneel; WK1 -TPEC 7, G- .\‘J’(I. NRp+-ATC annd
CLE-APC-Alexa 780, KLRGI-biotn ebioscicuee) awd  F4A80-
biotin (Biolewendy, Fluoreseein (IDTAFReonjugated  stivepravidin
Jacksan TmmunoResearch, UK The viability was confirmed by
staining the cells with live/dead fixable near-TR dead cells stain
Tovirogen;. Clells were analvacd o FACSCanio Tow cviomeler

and the graphs were pesformed with Flow Jo soliware { Tree Star).

Statistical Analysis
The statsueal signahicance of dilferences was dewernnned by an
unpairec ttest aned Mann Whiney st using GraphPac software.

The values were expressed as means = SEM from mdependent
experitnents, Values of #p=20.05 were considered signibican.

Results and Discussion

NK Cell Maturation and Receptor Expression Change
Depending on the Organ

The ratio of the NK eell subscts difler bewvween various
compartinents ol the body, The ot owmature subsel s
CD2F"MODLIE™,  [bllowed by CD2FE'CDIIL™" il
CD27 CDLL"™ subsees 9], It lms been described that e
ratio of NK cell subsets varies between s{];lun arel lung 6], Here
wie conlimi that the percentage of C127 "0 D] 1!)1' o \ls rr]l\ ()
Iigher i the Ling tan o the spleen [ Fe
sl pnowe CD116 thaw spleen NI cell

iy 13,20% = 2._?';

4,11 and less CD27 (2L17% £1.7 e

Cihw AL

KLRG s another marker of XK cell mataration, indeed it was
shown that 1ts expresston at the NK cell surface characterizes e
mtesl wature NKocell subser | 2229 8o we analysed the presence
of this recepror ar the surface of spleen and lung CD3 NKL I
NK cells, We found that lung NK cells x"‘{pl(%td maore KLRGE
than spleci NK cells 161.9% sous 3 L, By, confimang
thiat lung NI cells have o more waare ].’thrlUl\]H.

CDS NKLIY NK cells from spleen and lung were character-
ized [0 thelr recepror disivibution. The frequency off NK eells
which express G122, NKpl6, 2B4 and Qa2 is higher in lang NK
cells compared o spleen NK cells. The CD277CD B subset
of NK cells represents a terminally mature population with high
expression of L8 receptors 6,231 The percentage of NK cells
expressing the Tad recepror vepermire doesn’t change berween
these twoe argans [Fig. 2. Al These results are in accordance with
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data eeported by Gooooand Toplam [12], Sueprisingdy  (he
expression level ar the eell surface, veflected by the mean
Nuorescence mensities (MFT ol the Ty49 inhibitory receprors
901, Ly OF and G2is higher in NG cells from e spleen
than brom the lung e 2, BL The MEP]D of CDbS, CHIT2,
NEG2D, NKGIA/C/L and Ok also stenificantly higher
speen NK cells iFigs 20 B These data indicaed tiat ling NI cells
lave @ more mature phenolvpe and expressed less receplors st
their surface. ayakawa et al., Lave found that CD27"CD 1L
bish NK cells displayed a skewed expression of inhibitory Ta19

receptors (Cand Disoforms) [6], Oureesulis support the bvpothesiz
that the more NK eells ase CD2FCDIBY the more this
population is a1 the end stage o differentiation [9]. A1 this stage of
matnration, lune NIK colbs iy have a decrease ol the capacity 1o
present receptors a their surtace |24]. Previous reports shown thal
CD5 NKple NK ecells from the lung have more expression at
e surface o Ly39) and Dy+9070 i those o the spleen
[12,25 ), Tlus conwadiction with owr results could be due o e
fact that the gender of mice 1s different, the conditions of gating
(CDI™NKpl6' population and nor CI03'NKILL & the methods
fdhresuon swepy ownd the groap of cells amalveed  (porihicd
l}'ﬁlph(){‘.}"l{‘i\ and net total cells) are not the same.

NK Cell Proliferation Changes Depending on the Organ
I order to mvestioate f NK cells from the spleen and the lung
have a different capaciry to divide, we determined the proliferation
vane ol these pvo vpes of NK cells aller CEFSE staining, Alier 4
davs i culrure with T2, spleen NK cells displaved a stronges
|)I‘|']|il‘l‘|'}'||i\'|" I'l'.‘il](lllf':l" |||ﬁ|| |!||'|."_; \’K i'l"”.“:. a5 ?“!}I('H\"” !J'\ ]hf' l“\-‘].\i('”!
prolile in Fie 30 A We bave Tonnd that lung XK cell: expross hess
CD122, the IL-2RY chidn, at their surfiaee, 'DUhis oy explam why
these cells have a limited capacity 1o proliferae in comparison 1o

spleen NI cells, This vesult s i aceordance swith previous data
MONK cell subser las less proliferative

showing that the €L
porential 6.9,

NK Cell Degranulation and Cytotoxicity Change
Depending on the Organ

We have compared the evrotoxic ability of lung NK cells and
spleen NK eells. To three diffevent conditions of activation (LPS,
1200180 or PAMA ionomyeing,
significantly stronger degrammlation than lung NK eells |

spleen N ells klm\\ A

B Thiz resull correlates with the Jevel of exynession n[ e
.':L'I.'i\-'zllin;' oo CDGY ol lung and .\|Jiu1| NEK cells,
respectively, Purthermore the cytotoxic activity of spleen NK cells
against YAC-1 targer cells is oo times higher than thar of Inng
NEK vells (92.8% £6,5 sevus 32.65% =6.6) lor the ratio 257 ] and
the ditference is also significant for the ratio 1071 g, 3, G As
described ina previous report, we found that the more the organ
comtains DT NK cells, the less there i cvtotonie activity [H].

Londder steadv=state conditions, hang s continnously exposed w
anrigen and pathogen compared o spleen. This ling develops

F[I('('il]l" ‘1|T'}J.|l“=" 1] !JI'I'\l'IH IIJ('i:Il ilI”-'HIIII'I}'J.LI[!JII. lin I'!‘:_’_\}'J.I'I{ ‘Jr!]lll'

limctional o

v we suggest thal hung MK cells bave Tess capacing
o react against micronrganisms compared o spleen NK eells in
absence ol infection. The regulation of their activities could resalt
from the cell environment. Theretore, the assue distribution of
NK eells seems o condition their role in immune response.
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Figure 3. Spleen and lung NK cells have different proliferative and cytotoxic capacity. (A) Proliferation of 7AAD NK cells. Splenocytes
and lung cells were stained with CFSE and analyzed by flow cytometry after 4 days in culture. Fram high to low the peaks are showing an additional
cell eycle, the highest arbitrary fluorescence unit peak could be cells which didn't oycle at all. Data are representative of three experiments, (B)
Degranulation assay. Spleen and lung NK cells were stimulated with LPS, IL-12/1L-18 or PMA/ionomycin (PMA/IONO). CD3 NK1.1' NK cells were
analyzed for CD107a expression (n=4). () Cytotoxicity assay was performed against YAC 1 target cells (n=4). The results for each group are
expressed as means | SEM. "p-20,05, " pe0.01. (D) Cytokine levels. IL-13 and IFN-; were produced by NK cells from the lung and the spleen after
stimulation under different conditions: LPS or PMA/ionomycin/IL-4. Results are presented as a ratic of spleen NK cells (100%] to lung NK celis (n=4).
The results for each group are expressed as means = SEM. *p=20.05,

doi10.137 1/journal. pone.0051230.003

tended o be hugher i spleen XK cells in comparisen to lung NK
cells bul withoul reaching statistical signilicance (dala nol shown,
It has been described thar the QD27 receptor mediates IIN-7
production and that the CD27CD HY™ NK eell subser shaws
e bighest TEN=y producing capacity [6.26]1 As the splecn Tag o
lagher percentage of this NI cell subset when compared o the

Cytokine Secretion Levels from NK Cells Change
Depending on the Organ

(})'lr,rkinc l)l't,:{,iui,'lit,:la h_\_-‘ 51)!1,1,'” Aned ]u|'|§_'_’ NI colly was
determined by intracellular staining. Upon stimularien with LPS,
o PMAffonomscin durving 12 5 the expression levels ol 1-13
and A=y were lagher inspleen Nk cells incomparison o hing

NK eells (Fige 5 D3 The levels of TT-5, TG THe 10 and TNF-=
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lung, ratonally we lound s spleen NI cells have o higher
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Figure 4. Influence of macrophages on NK cell cytotoxicity. (A} Purity of NK cells used for the cytotoxicity test after contact with
macrophages. The data shown represents one out of three experiments. (B} Cytotoxicity assays were determined against YAC 7 target cells at ET ratic

1:2, after cell-to-cell contact or in transwells with macrophages or alone (= 3). The results for each group are expressed as means — SEM. **p< 007,

##Ep-0.001, Mdy macrophage, NK 50 NK spleen, NK L NK lung.
dei:10.137 1/journal.pone.0051230.9004

evtokine production capacity. Studics have shown after following
the trathicking of CI'SE labeled splenoevees in meuse, dhat spleen
N cells are nol progranmmed w hone w the spleen but could be
fonnel in all NK cell-containing organs [ 19,277, This sngeests thar
dhfterences found between spleen and lung NI cells could be due
o the differene covirowment, As presented  here; the orein
mcrocnvivetment seems (o have aosgnlcant vole o nfluencing

evtokine production by NKocells. Therelbre we iaed 1o deline the

crviromrental mpact on spleen ad lung N ecll fanction,
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Influence of Macrophages on NK Cells

It has been shown that human macrophages have the capaciry
to increase the activity of NK cells TLA]. To observe the influence
ot maerophages on NK cell function in dae mowse, lung and spleen
macrTophages and NI cells were purilicd and pul i dioeer contact
o separately o ranswells, Then the eviotosie capacity of NI cells
wars lesledls Dong and splecn NI cell poriy was thie same: beliare

anid alier contact with acrophages (Fiee 450 Aller cellio-cell

eombact wath mscrophages:, spleen and lung Yk cells sigmbicamly
v e gapeity o kil WACST e vl Fig 185, Spleen

aned lung nacrophages are able o prime the cvtotosicity of Nk
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ol in eontact since the franswell
vondibions dido’t sl any dilforences wath the NK cells alone,
Marthermore, the actvity of NK cells seems to be higher by the
interaction with spleen macrophages compared 1o long macro-
phages (e 48
spleen NI cells are more oytotoxic than lung NI cclls when the
test is performed with total cells. In addition, we have analvzed
ol =12 "UNF-o and IUN=7 eviokine
scoretion e the supernatant ol the dilferen conditions ol co-
culture of macrophages and NK cells. Results have shown no
dillivenees in the presence ar the absence ol imaceopls

hovweser they need o he

his conlid explain previoms vesulls showing (hi

aned compred (e level

e, whiech

miearis that this interaction did’t activate or inhilie the secretion
of IL-12, TXF-n and IFN-y (dar not shown.
We have observed that ling NK cells have
more madure cells when compared with spleen NK cells, The Tevel
of the receptors present at the NK cell surface is lower in the lung
andd the Tmetonal capacites arealsao dillerent bebween loog and
spleenn WK cells, Due w0 the NK - eell subset distribution. we
expected to have more activiry in lung NK cells, vet we tound less
s WK

CIVITOTITeT

characteristics of

legranubation, cviotoddcity amd eviokine production i
coll submer: The Taer st the
influence the NK cell differentiation should be considered in view
ol our resnlis showing the activating role of macrophages on NK
colls Tme fen. eylokines =2, 1112 and H-15

Bt -specilie naay

Forthermisne the

influenee the division and acdvaton of NI cells. It was previoushs
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sy bt D=t 1012 gamed LE-15 i RINA v comist illil.i\'vh-' faces
ssedd inospleen than Jung . Moreover IL-15 is
predominantdy expressed by adherent eells m spleen and lung,
which contain a high proportion of macrophages/monocyvies, o
addition, 11-13 mRNA s also expressed i spleen as
comparee o lung macrophag . Finallv, IL-13 was described
1 b seereted by shvolar maerophages in e monse [30], Oiher
vandiclates like [0 sulate the NK cell lunction in spleen
and lung, it was shown that local production of 11-15 by 1 s
reepuived Toe the msintessnee ol the NRK-coll commparoent [31],
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Influence du facteur neurotrophique
Neurturine dans les cellules nerveuses et
immunitaires lors de I'inflammation des

voies respiratoires

V4

Résumé

L'asthme est une maladie inflammatoire chronique induite par des allergenes ou des substances
environnementales irritantes et caractérisée par une hyperréactivité des voies respiratoires. Il existe un lien
entre I'inflammation neurogéne et I'inflammation immunitaire au niveau des voies respiratoires. Des études
suggerent que des facteurs neurotrophiques participent a I'apparition des symptémes de I'asthme.

Chez la souris, la Neurturine (NTN) est un facteur neurotrophique qui serait capable de moduler les
principaux symptémes liés a I'asthme via un récepteur spécifique, le GDNF Family Receptor o 2 (GFRo2) et
son co-récepteur, la tyrosine kinase RET. Afin de déterminer par quels mécanismes la NTN peut influencer le
niveau d’inflammation de la voie Th2, des souris sauvages et NTN/- ont été comparées dans différents
modeéles d’asthme aigu ou chronique induits avec les allergénes ovalbumine ou du « House Dust Mite ».
L'implication de la NTN au niveau de I'inflammation neurogeéne, de la régulation des cellules immunitaires et
dans le remodelage des tissus a été évaluée. Son réle anti-inflammatoire a également été testé in vitro.

Les résultats obtenus suggérent que la Neurturine est capable d’agir in vivo et in vitro comme médiateur anti-
inflammatoire.

Mots-clés : Neurturine, asthme, inflammation neurogene, cytokines Th2, remodelage, anti-inflammatoire.

Summary

Allergic asthma is a chronic inflammatory disease in response to allergens and environmental irritants. The
pathophysiology of asthma is defined by airway inflammation and airway hyperreactivity. Interestingly, it has
been shown that there is a link between neurogenic and immune airway inflammation. Moreover studies
suggest that neurotrophic factors participate in the pathogenesis of many features and symptoms of asthma.

Neurturin (NTN) is a neurotrophic factor which could be involved in the modulation of many symptoms of
asthma through the GDNF family receptor a 2 (GFRa2) and the proto-oncogene RET co-receptor. However,
the underlying mechanisms remain unclear. By studying WT and NTN”" mice after acute and chronic airway
inflammation protocols induced by the allergens ovalbumin or house dust mite, we investigated how NTN is
able to modulate the level of Th2 responses through neurogenic inflammation and immune cells’ regulation.
We analysed its relationship with structural airway remodelling and we also tested the potential anti-
inflammatory role of NTN in vitro.

The achievements suggest that Neurturin acts in vivo and in vitro as an anti-inflammatory mediator.
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