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Résumé 
 

La muqueuse respiratoire est continuellement exposée à des antigènes inoffensifs ainsi qu’à 

des molécules immunostimulatrices d’origine microbienne. Selon la théorie du « soi/non soi » et la 

théorie du  « danger », cette exposition devrait normalement conduire au développement de réponses 

immunes non désirées à l’encontre de ces antigènes inhalés telles que des réactions allergiques 

médiées par des lymphocytes Th2. Ce n’est toutefois pas le cas chez la plupart des individus. La 

théorie de l’hygiène stipule d’ailleurs que vivre dans un environnement riche en composés microbiens 

protège des allergies respiratoires, ce qui implique l’existence de mécanismes suppresseurs déclenchés 

par ces stimuli au niveau du poumon. Dans cette étude, nous avons montré que l’ADN bactérien 

synthétique riche en motifs CpG non méthylés (CpG) a la capacité unique d’augmenter fortement la 

population de macrophages interstitiels (MI) régulateurs pulmonaires à partir de monocytes CCR2 

indépendants résidants dans le tissu pulmonaire ou mobilisés à partir de la rate. De plus, les MI induits 

par les CpG ont démontré un profil hypersuppresseur car ils produisaient de plus grandes quantités 

d’IL-10 que leurs homolgues présents à l’état basal. L’utilisation de modèles murins d’inflammation 

allergique des voies aériennes, nous a permis de montrer que le transfert adoptif de MI isolés à partir 

de souris traitées aux CpG récapitulait les effets protecteurs des CpG lors d’une administration avant 

la sensibilisation ou le challenge allergénique. Cette protection induite par les MI était dépendante de 

l’IL-10 car les MI Il10-/- induits par les CpG ne possédaient pas d’effet régulateur. L’expansion des MI 

régulateurs pulmonaires à partir de monocytes pulmonaires et spléniques CCR2 indépendants suite à 

une exposition aux CpG constituerait donc un mécanisme possible par lequel une exposition à un 

environnement riche en composés microbiens protège du développement de l’asthme. 
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Summary 
 

Respiratory mucosal surfaces are continuously exposed to harmless antigens and 

immunostimulatory molecules of microbial origin. According to the « self/non self » and « danger » 

theories, this should normally result in the developpment of unwanted immune responses towards 

these inhaled antigens such as Th2-mediated allergic responses. This is however not the case in most 

people. The hygiene hypothesis postulates that living in an environment rich in microbial components 

paradoxically protects from airway allergy, implying the existence in the lung of suppressive 

mechanisms triggered by these immunogenic signals. In this study, we showed that synthetic bacterial 

DNA rich in unmethylated CpG motifs (CpG) has the unique ability to significantly increase the 

population of lung interstitial regulatory macrophages (IM) from CCR2-independent monocytes 

residing in the lung or mobilized from the spleen. Moreover these CpG-induced IM demonstrated a 

hypersuppressive profile as they produced more IL-10 than their steady state counterparts. Using mice 

models of airway allergy we showed that the transfert of IM isolated from CpG-treated mice 

recapitulated the protective effects of CpG when administered before allergen sensitization or 

challenge. This IM-mediated protection was dependant from IL-10 as CpG-induced Il10-/- IM had no 

protective effect. The expansion of pulmonary regulatory IM from CCR2-independent pulmonary and 

splenic monocytes upon CpG exposure could be a possible mechanism by which exposure to an 

environment rich in microbial products protects against asthma. 
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Introduction 

1 Les réponses immunes 

Face à un agent pathogène, le système immunitaire génère rapidement une réponse immunitaire 

dite innée pour empêcher la croissance et la dissémination de l'agent infectieux. Cette réponse est 

suivie, chez les vertébrés, d’une réponse immunitaire spécifique à l’agent pathogène et qui conduira à 

son élimination.  

1.1 Immunité innée 

La branche innée du système immunitaire représente donc la première ligne de défense à 

l’encontre des pathogènes. La détection de la présence d’agents infectieux permet l’activation des 

cellules de l’immunité innée. Celles-ci éradiquent ou contiennent temporairement l’infection et initient 

la réponse immunitaire dite adaptative. 

1.1.1  Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) 

La détection de pathogènes se fait via la reconnaissance de structures moléculaires spécifiques 

de pathogènes appelés Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) par le système immunitaire 

inné. Les PAMPs comprennent des motifs conservés au sein des microorganismes d’une même classe 

et sont uniquement présent chez ces microorganismes, ce qui permet de les distinguer des molécules 

de l’hôte (appelées également molécules du soi).  

Les PAMPs bactériens sont le plus souvent des composants de la paroi cellulaire comme le 

lipopolysaccharide (LPS, encadré 1), le peptidoglycane, les acides lipoteichoïques et des 

lipoprotéines. Les champignons sont le plus souvent détectés via le β-glucane, présent dans la paroi 

des cellules fongiques. La reconnaissance des virus peut également se faire à partir de leur enveloppe 

externe, cependant comme tous les composés viraux sont synthétisés à l’intérieur de la cellule hôte, les 

principales cibles pour leur reconnaissance par le système immunitaire sont les acides nucléiques 

viraux (Medzhitov, 2007).    
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Encadré 1     Lipopolysaccharide 

Le lipopolysaccharide (LPS) est le constituant principal de la membrane externe de la paroi des 
bactéries gram négatives. Il est composé d’un domaine hydrophobe, appelé lipide A (ou endotoxine), 
d’un cœur d’oligosaccharides non répétés et d’un polysaccharide distal, appelé antigène O. Le lipide 
A, qui est principalement responsable de l’activité immunologique du LPS, est composé d’un squelette 
de deux glucosamines phosphorylées sur lesquelles sont fixés des chaines lipidiques (Park and Lee, 
2013). Le cœur oligosaccharidique est conceptuellement divisé en deux régions : le cœur intérieur à 
proximité du lipide A et le cœur extérieur qui fournit un site d’attachement à l’antigène O. Ce dernier 
possède une grande diversité dont la structure définit la spécificité sérologique de l’organisme qui le 
porte à sa surface (Raetz and Whitfield, 2002). 

 

(D'après Beutler and Rietschel, 2003) 

 

1.1.2 Les récepteurs de l’immunité innée 
Contrairement à la réponse adaptative, la réponse innée implique un nombre limité de 

récepteurs, les Pattern recognition receptors (PRRs) capables de reconnaître des PAMPs mais 

également des molécules dérivées de l’hôte provenant de cellules endommagées appelées Damage-

associated molecular patterns (DAMPs) (Tartey and Takeuchi, 2017).   

Les PRRs possèdent une large spécificité pour des structures moléculaires conservées au sein 

des microorganismes, au contraire des récepteurs de l’immunité adaptative qui sont hautement 

spécifiques (Medzhitov, 2007). L’activation des PRRs induit une cascade de signalisation qui conduit 
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à l’activation de facteurs de transcription et à la transcription de leurs gènes cibles (Takeuchi and 

Akira, 2010). 

On distingue actuellement 5 familles de PRRs, les Toll-like receptors (TLRs), les C-type lectin 

receptors (CLRs), les NOD-like receptors (NLRs), les RIG-I-like receptors (RLRs), et les AIM2-like 

receptors (ALRs). Ces familles de récepteurs peuvent être séparées en 2 grands groupes : les 

récepteurs associés à une membrane et les récepteurs intracellulaires. Le premier groupe comprend les 

TLRs et les CLRs qui sont présents à la surface de la cellule ou sur un endosome et détectent ainsi les 

ligands microbiens présents dans l’espace extracellulaire ou l’endosome. Les NLRs, RLRs et ALRs 

forment le deuxième groupe et sont localisés dans le cytoplasme où ils détectent la présence de 

pathogènes intracellulaires (Brubaker et al., 2015). Les TLRs sont détaillés ci-après car ils seront utiles 

pour la bonne compréhension de ce travail. 

Toll-like receptors 

La famille des TLRs est la mieux caractérisée des PRRs. Ce sont des glycoprotéines de membrane 

caractérisés par une extrémité N-terminale riche en répétitions de leucines, une région 

transmembranaire et un domaine cytoplasmique Toll-interleukine 1 (IL-1) récepteur (TIR) requis pour 

la transduction du signal (Kawai and Akira, 2010). Treize TLRs différents, numérotés de 1 à 13, ont 

actuellement été identifiés chez les mammifères, 10 chez l’homme et 12 chez la souris. Le TLR8 n’est 

pas présent chez la souris tandis que les TLRs 11, 12 et 13 ne sont pas présents chez l’homme (Tartey 

and Takeuchi, 2017).  

 Localisation et ligands des TLRs 

Les TLRs 1, 2, 4, 5 et 6 sont localisés sur la membrane plasmique tandis que les TLRs 3, 7, 8 et 9, 

10, 11, 12 et 13 sont situés dans les compartiments endosomaux. Chaque TLR reconnaît différents 

PAMPs et DAMPs. Les TLRs qui reconnaissent des composés bactériens ou fongiques sont localisés à 

la surface cellulaire tandis que les TLRs qui reconnaissent des acides nucléiques viraux, mais aussi 

bactériens, sont présents au niveau des membranes intracellulaires (Tartey and Takeuchi, 2017). Cette 

compartimentalisation est importante car elle permet à l’organisme d’éviter une reconnaissance 

d’acides nucléiques de l’hôte bien que cela puisse malgré tout arriver (Takeuchi and Akira, 2010).  

Le TLR2 détecte différents composants de bactéries, mycoplasmes, champignons ou virus. La 

reconnaissance de son ligand par le TLR2 s’effectue suite à une dimérisation avec le TLR1 ou le 

TLR6. Les complexes TLR1/TLR2 et TLR6/TLR2 qui en résultent reconnaissent des ligands distincts, 

des lipopeptides triacylés et lipopeptides diacylés respectivement (Takeuchi and Akira, 2010). Les 2 

ligands principalement utilisés pour l’étude du TLR2 sont le Pam3CSK4 (Pam3CysSerLys4), un 

lipopeptide synthétique triacylé représentatif de l’extrémité amino-terminale acylée des lipopeptides 

bactériens et le Macrophage-activating lipopeptide 2 KDa (MALP-2) qui a été originellement isolé de 
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Mycoplasma fermentas et qui est maintenant synthétisé. Le Pam3CSK4 lie le complexe TLR1/TLR2 

tandis que MALP-2 interagit avec le dimère TLR2/TLR6 (Barrenschee et al., 2010). 

Le TLR4 forme un complexe avec la Myeloid differentiation protein (MD)-2 et reconnaît le LPS. 

D’autres protéines accessoires telles que la LPS-binding protein  (LBP) et le CD14 sont également 

impliqués dans la liaison du LPS. La LBP est une protéine soluble qui lie le LPS et le CD14 est ancré 

dans la membrane plasmique par un glycosyl-phosphatidylinositol et suite à sa liaison avec le LBP, 

permet le transfert du LPS du complexe LPS/LBP au complexe TLR4-MD2 (Brubaker et al., 2015; 

Park and Lee, 2013). En plus du LPS, le TLR4 serait également impliqué dans la reconnaissance de 

virus (Kawai and Akira, 2010).  

Le TLR5 est présent en grande quantité à la surface des cellules dendritiques de la lamina propria 

du petit intestin où il reconnaît la flagelline des bactéries flagellées (Akira et al., 2006). 

Les TLR11 et TLR12 détectent la présence de bactéries uropathogéniques et des molécules de 

type profiline dérivées du protozoaire Toxoplasma gondii (Tartey and Takeuchi, 2017). 

Les TLRs 3, 7, 8, 9 et 13 reconnaissent des acides nucléiques de virus et de bactéries mais 

également des acides nucléiques endogènes dans certains contextes pathologiques (Akira et al., 2006).  

Le TLR3 détecte l’ARN (acide ribonucléique) double brin viral au niveau des endolysosomes. Le 

TLR3 est également impliqué dans la reconnaissance de l’acide polyinosinique-polycytidylique (poly 

I :C), un analogue synthétique de l’ARN double brin (Takeuchi and Akira, 2010).  

Les TLRs 7 et 8 reconnaissent de l’ARN simple brin issu des virus à ARN ainsi que des dérivés 

imidazoquinolines synthétiques tels que le resiquimod (R848) et des analogues à la guanine comme la 

loxoribine. Le TLR7 reconnaît également l’ARN bactérien. (Akira et al., 2006; Kawai and Akira, 

2010). 

Le TLR9 détecte l’ADN (acide désoxyribonucléique) non méthylé riche en motifs CpG 

caractéristique des bactéries mais également présent chez les virus au contraire de l’ADN des 

vertébrés qui contient peu de motifs CpG, lesquels sont méthylés (Hemmi et al., 2000) (encadré 2). 

L’hémozoïne, un composé issu de la dégradation de l’hémoglobine par le parasite de la malaria ainsi 

que l’ADN du parasite lui-même sont également des ligands du TLR9 (Coban et al., 2010; Parroche et 

al., 2007). 
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Encadré 2      CpG 

On appelle CpG des oligodésoxynucléotides contenant des motifs CpG non méthylés caractéristiques 
de l’ADN bactérien. Il existe des oligodésoxynuléotides synthétiques contenant des motifs CpG non 
méthylés spécifiques et dont la séquence, le squelette ainsi que la structure secondaire ou tertiaire 
varient en fonction du type de CpG et peuvent affecter différemment la réponse immune induite par 
leur liaison au TLR9 (Vollmer and Krieg, 2009). La plupart des cellules immunes n’expriment pas le 
TLR9 et ne sont donc pas directement activées par les CpG. Les principales cellules connues pour 
répondre aux CpG suite à leur expression du TLR9 sont les cellules dendritiques plasmacytoïdes 
(pDCs) et les lymphocytes B. Le TLR9 est également exprimé par les monocytes et cellules myéloïdes 
chez la souris (Krieg, 2006).   
Les CpG synthétiques peuvent être regroupé en 3 classes : 
 
Classe A :   

• possèdent un squelette formé de liens phosphodiesters 
• forment des complexes très stables à partir de leur extrémité 5’ et/ou 3’ formée de motifs poly-

G 
• induisent fortement la sécrétion d’interféron (IFN)α par les pDCs 
• induisent faiblement la maturation des pDCs et la prolifération des lymphocytes B 
• exemple : 

 

Classe B :  
• possèdent un squelette formé de liens phosphorothioates 
• ont une structure linéaire qui ne forme pas de complexe 
• induisent fortement la prolifération de lymphocytes B et la maturation des pDCs 
• induisent faiblement la sécrétion d’IFNα par les pDCs 
• exemple : 

 

Classe C : 
• possèdent un squelette formé de liens phosphorothioates 
• forment des dimères avec leur extrémité 3’ palindromique 
• induisent des effets intermédiaires et combinés des CpG de classe A et B 
• exemple : 

 
 

(Krieg, 2006; Vollmer et al., 2004) 
 

Le TLR13 agit comme un senseur de l’ARN bactérien ribosomal et serait également lié à la 

reconnaissance du virus de stomatite vésiculaire (Tartey and Takeuchi, 2017). 

Le TLR10 semble fonctionnel chez l’homme mais pas chez la souris suite à l’insertion d’un 

retrovirus. Cependant son ligand n’a pas été identifié (Takeuchi and Akira, 2010). 
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En plus de la détection de ligands dérivés de pathogènes, les TLRs interagissent également avec 

diverses molécules de l’hôte libérées suite à un stress ou lors de la mort cellulaire telles que les Heat 

shock proteins (Hsp) (Vabulas et al., 2001), High mobility group box protein-1 (HMGB1) (Park et al., 

2004), la protéine A du surfactant (Guillot et al., 2002) et le fibrinogène (Smiley et al., 2001). Des 

produits dérivés de la matrice extracellulaire tels que la fibronectine (Okamura et al., 2001) et des 

oligosaccharides d’acide hyaluronique (Termeer et al., 2002) sont également reconnus par les TLRs.  

 Voie de signalisation des TLRs 

L’activation des TLRs induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Les TLRs 3, 4, 7, 8 et 

9 induisent également la production d’IFN de type 1.  

La liaison du ligand sur le TLR initie une voie de signalisation intracellulaire qui mène à 

l’activation transcriptionnelle de différents gènes en fonction du TLR et du type cellulaire impliqué. 

Les protéines adaptatrices qui interagissent directement avec le TLR sont impliquées dans l’orientation 

de la cascade enzymatique (Takeuchi and Akira, 2010). Il y a 4 protéines adaptatrices contenant un 

domaine TIR qui se lient aux TLRs : Myeloid differentiation primary response 88 (MyD88), TIR 

domain-containing adaptator inducing IFN-β (TRIF), TIR-containing adaptor protein (TIRAP) and 

TRIF-related adaptor molecule (TRAM). Comme TIRAP et TRAM interagissent avec MyD88 et 

TRIF respectivement, les cascades de signalisation induites par les TLRs sont divisées en 2 grandes 

voies distinctes sur base de l’implication de la molécule adaptatrice MyD88 ou TRIF (Brubaker et al., 

2015; Takeuchi and Akira, 2010).  

Myd88 est essentiel pour la signalisation de nombreux TLRs à l’exception du TLR3. La voie de 

signalisation impliquant Myd88 active séquentiellement différentes molécules de signalisation qui 

mènent à la translocation du facteur de transcription NF-κB au niveau du noyau où il régule 

l’expression de gènes impliqués dans la production de cytokines. Cette voie de signalisation conduit 

également à l’activation des Mitogen-activated protein (MAP) kinases qui activent les facteurs de 

transcription, activator protein 1 (AP-1) et cAMP response element binding (CREB) qui sont 

importants pour l’induction de gène codant pour des cytokines (Brubaker et al., 2015; Tartey and 

Takeuchi, 2017) (figure 1).  
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Figure 1. Voies de signalisations induites par les TLRs localisés à la surface de la cellule. Les 
hétérodimères TLR1/TLR6 et TLR2/TLR6, le complexe TLR4/MD2 et le TLR5 reconnaissent 
respectivement des lipoprotéines, le LPS et la flagelline et recrutent les protéines adaptatrices Myd88 
et TIRAP. Un complexe de kinases IRAKs et Myd88 appelé Myddsome est ensuite formé et recrute 
TRAF6. TRAF6 agit comme une ubiquitine ligase E3 et catalyse la formation d’une chaine 
polyubiquitine liée à K63 à sa surface et la génération d’une chaine polyubiquitine non conjuguée 
avec le complexe d’ubiquitine ligase E2 formé de Ubc13 et Uev1A. L’ubiquitination active le 
complexe de TAK1, TAB1 et TAB2/3 qui conduit à la phosphorylation du NF-κB essential modulator 
(NEMO) et à l’activation d’un complexe IKK. La dégradation de IκB phosphorylé par le système du 
protéasome permet la translocation de NF-κB jusqu’au noyau où il régule l’expression de gènes 
codant pour des cytokines. Simultanément, TAK1 active la cascade des MAP kinases conduisant à 
l’activation de AP-1 et de CREB qui sont également important pour l’induction de gènes codant pour 
des cytokines. Le LPS induit également la translocation du TLR4 dans un endosome avec TRAM. Le 
TLR3 est présent dans un endosome et reconnaît de l’ARN double brin. Les TLR3 et 4 activent la voie 
de signalisation dépendante de TRIF, qui active NF-κB et IRF3 et mène à l’induction de gènes codant 
pour des cytokines pro-inflammatoires et pour des IFN de type I. TRAF6 et RIP1 activent NF-κB 
tandis que TRAF3 est responsable de la phosphorylation de IRF3 par TBK1/IKK-i. Nucleosome 
assembly protein 1 (NAP1) et similar to NAP1 TBK1 adaptor (SINTBAD) sont requis pour l’activation 
de TBK1/IKK-i. IRF3 phosphorylé est transloqué jusqu’au noyau pour induire l’expression de gènes 
codant pour des IFN de type I. (D'après Tartey and Takeuchi, 2017). 
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Les TLRs 7, 8 et 9 activent également une voie de signalisation alternative impliquant Myd88 qui 

conduit à l’activation du facteur de transcription Interferon response factor (IRF) 7 et à la production 

d’IFN de type 1 (Brubaker et al., 2015) (figure 2).  

 

Figure 2. Voies de signalisation induites par les TLRs localisés sur les endosomes. Les TLR3, 7, 8, 9, 
11, 12 et 13 résident sur des endosomes. La reconnaissance d’ARN double brin par le TLR3 recrute 
TRIF pour initier la cascade de signalisation qui ensuite active TBK1 pour induire la production 
d’IFN de type I via IRF3. Simultanément, TRIF peut également interagir avec TRAF6 afin d’activer  
NF-κB pour la transcription de cytokines proinflammatoires. L’ARN simple brin viral et les CpG sont 
reconnus par les TLR7 et 9 respectivement. Les virus qui sont entrés dans le cytoplasme sont engloutis 
dans des autophagosomes et les acides nucléiques viraux sont délivrés à un endolysosome. Un 
complexe HMGB1-ADN libéré des cellules endommagées est capturé par le receptor of advanced 
glycation end products (RAGE). Des autoanticorps reconnaissant de l’ADN ou ARN du soi se lient au 
FcγRIIa. Un peptide antimicrobien, LL37, s’associe avec l’ADN endogène. Ces protéines sont 
responsables de la libération des acides nucléiques endogènes aux endolysosomes. La stimulation du 
ligand facilite le déplacement dépendant de UNC93B1 des TLR7 et 9 du reticulum endoplasmique aux 
endolysosomes. Un complexe de Myd88, IRAK-4, TRAF6, TRAF3, IRAK-1, IKK-α et IRF7 est recruté 
au niveau du TLR. La phosphorylation de IRF7 permet sa translocation jusqu’au noyau et l’induction 
de l’expression de gènes codant pour des IFN de type I. Les TLR11 et 12 reconnaissent des protéines 
de type profiline et le TLR13 reconnaît l’ARN bactérien simple brin 23s et induit la voie de 
signalisation de NF-κB  via Myd88 et TIRAP. (Adapté de Tartey and Takeuchi, 2017).  
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La voie de signalisation dépendante de TRIF est activée par le TLR3 et le TLR4 et aboutit à 

l’activation des facteurs de transcription IRF3 et NF-κB responsables de la production d’IFN de type 1 

et de cytokines pro-inflammatoires respectivement (Kawai and Akira, 2010) (figure 1).  

Le TLR4 est le seul récepteur qui utilise les deux voies de signalisation. Suite à la liaison de son 

ligand, la voie de signalisation dépendante de Myd88 est d’abord enclenchée depuis la surface 

cellulaire. Le récepteur est ensuite endocyté et enclenche la voie de signalisation dépendante de TRIF 

depuis les endosomes (Brubaker et al., 2015) (figure 1). 

 Localisation des TLRs 

Ces récepteurs sont présents à la surface des cellules de l’immunité innée telles que les 

macrophages et les cellules dendritiques (CDs) qui jouent un rôle important dans la reconnaissance des 

PAMPs et DAMPs via l’élimination par la phagocytose et la mise en place d’une réponse adaptative 

respectivement. Des cellules structurales comme les cellules épithéliales, les fibroblastes et les cellules 

endothéliales expriment également des PRRs et contribuent ainsi à l’immunité innée (Takeuchi and 

Akira, 2010).  

1.1.3 Les cellules de l’immunité innée 

Les cellules de l’immunité innée comprennent les CDs, les monocytes, les macrophages, les 

granulocytes (i.e. éosinophiles, neutrophiles, basophiles, mastocytes), les cellules Natural Killer (NK) 

et les cellules lymphoïdes innées (ILCs). La détection des agressions tissulaires par ces cellules ou par 

des cellules structurales, qui peuvent ensuite activer les cellules de l’immunité innée, induit la 

libération de divers médiateurs menant à une réaction inflammatoire, la phagocytose et l’élimination 

rapide de l’agent pathogène. Dans certaines situations, ces mécanismes ne sont pas suffisants et 

l’induction d’une réponse immune adaptative est nécessaire à la protection de l’hôte. 

La mise en place de celle-ci nécessite la présentation d’un antigène spécifique de l’agent 

pathogène aux acteurs principaux de la branche adaptative de l’immunité, les lymphocytes T. Ce 

processus est réalisé par l’intermédiaire de cellules présentatrices d’antigène (CPAs) qui présentent 

l’antigène à la surface de leur complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Les principales CPAs 

sont les CDs, les macrophages et les lymphocytes B. Cependant les cellules décrites comme étant les 

CPAs professionnelles sont les CDs. Elles sont en effet les cellules les plus efficaces en ce qui 

concerne la capture et le traitement d’antigènes et la stimulation de la prolifération des lymphocytes T 

(Liu and Nussenzweig, 2010). Les CDs présentes dans les tissus périphériques ont un rôle de 

sentinelle et sont activées soit directement via la reconnaissance de PAMPs ou de DAMPs par leurs 

PRRs soit indirectement via des cytokines libérées par d’autres cellules activées. Une fois activées, les 

CDs maturent en augmentant fortement leur expression de CMH et de molécules co-stimulatrices à 
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leur surface et migrent vers les zones T des organes lymphoïdes secondaires afin de présenter 

l’antigène aux lymphocytes T naïfs (Vermaelen et al., 2001). L’interaction avec les lymphocytes T 

naïfs peut mener à des réponses variées selon le type de CD impliqué et son état d’activation. Les CDs 

constituent ainsi le lien entre l’immunité innée et adaptative. 

1.2 Immunité adaptative  

La réponse adaptative, plus lente à se développer que la réponse innée, est médiée par les 

lymphocytes qui possèdent à leur surface des récepteurs spécifiques à un antigène particulier. Le 

nombre important de lymphocytes implique un vaste répertoire très diversifié de récepteurs. Elle est 

également caractérisée par la mise en place d’une mémoire immunologique qui permettra le 

développement beaucoup plus rapide de la réponse immunitaire lors d’une réexposition ultérieure au 

pathogène. 

Le développement d’une réponse immune adaptative nécessite l’activation des lymphocytes T 

CD4+ également appelé lymphocytes T auxiliaires ou helper (Th). Ces lymphocytes jouent un rôle 

central dans la réponse immune adaptative en aidant les lymphocytes B à produire des anticorps, en 

maintenant les réponses cytotoxique médiée par les lymphocytes T CD8+ et en produisant différents 

types de cytokines nécessaires à la protection contre une très large gamme de microorganimes 

pathogènes. Ces fonctions sont assurées par différents types de lymphocytes Th dotés de fonctions 

effectrices et capacités migratoires différentes (Sallusto, 2016).  

1.2.1  Activation du lymphocyte T CD4+ 

Comme mentionné ci-dessus, l’activation des lymphocytes T naïfs se déroule dans les organes 

lymphoïdes secondaires suite à l’interaction avec une CPA, le plus souvent une cellule dendritique, 

après sa migration depuis le site d’infection. Les lymphocytes Th activés se différencient en sous-

types particuliers de lymphocytes Th et subissent une expansion clonale en lymphocytes effecteurs ou 

mémoires. Les lymphocytes effecteurs quittent les organes lymphoïdes et migrent dans les tissus 

périphériques enflammés. Les lymphocytes Th mémoires sont comme leur nom l’indique responsables 

de la mémoire immunologique.  

Trois signaux sont nécessaires pour l’activation du lymphocyte Th naïf  (figure 3). 
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Figure 3. La polarisation du lymphocyte Th nécessite 3 signaux. Le premier signal est un signal 
spécifique à l’antigène, transmis via le TCR et déclenché par la reconnaissance de peptides dérivés de 
pathogènes, internalisés via les PRR et associés au CMH-II. Le deuxième signal est un signal de co-
stimulation, principalement induit par la liaison du CD28 au CD80 et CD86 qui sont exprimés par la 
CD après liaison de PAMPs ou de facteurs tissulaires (TFs) inflammatoires aux PRRs. Le troisième 
signal est un signal de polarisation qui est induit par divers facteurs solubles ou liés à la membrane 
cellulaire. Une polarisation optimale requiert souvent une stimulation par le CD40 ligand exprimé 
par le lymphocyte T après activation par les signaux 1 et 2. (D'après Kapsenberg, 2003). 

Le premier signal se fait par l’intermédiaire du récepteur du lymphocyte Th, le T cell receptor 

(TCR). Chaque lymphocyte Th possède un TCR spécifique d’un antigène protéique. Ce dernier ne 

reconnaît pas l’antigène sous sa forme native mais sous forme de peptides dérivés de la protéine 

antigénique présentés par le CMH de classe II (CMH-II) de la CPA. 

Le deuxième signal est un signal de costimulation délivré par la CPA. En absence de ce signal, 

les lymphocytes Th deviennent anergiques ce qui peut conduire à une tolérance à l’encontre de 

l’antigène (Kapsenberg, 2003). Ce second signal peut être délivré par une variété de molécules de 

costimulation exprimées à la surface des CPAs mais la voie la plus connue est celle faisant intervenir 

les molécules de costimulation CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2) de la CD avec le récepteur CD28 du 

lymphocyte Th naïf. Les molécules de costimulation sont généralement classées en 2 familles : la 

famille des immunoglobulines (Ig) qui regroupe notamment CD28, ICOS, PD-1, TIM et la famille des 

récepteurs à Tumor necrosis factor (TNF) qui regroupe notamment OX40 et CD27 (Coquet et al., 

2015). L’activation au préalable de la CD par des PAMPs ou DAMPs est indispensable pour induire sa 

maturation et son expression de molécules de costimulation. Les conditions d’activation et le degré de 

maturation de la CD influencent d’ailleurs le signal délivré au lymphocyte Th naïf (Kapsenberg, 

2003). Toutefois, les interactions entre le lymphocyte T CD4+ et la CD peuvent également faciliter 

l’expression de molécules de costimulation par la CD, notamment pour les CDs résidentes des organes 
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lymphoïdes secondaires très peu exposées aux pathogènes et donc très peut stimulées par leurs PRRs 

(Coquet et al., 2015). Les récepteurs de costimulation activent de nombreux régulateurs 

transcriptionnels tels que NF-κB, AP-1, Nuclear factor of activated T cells (NFAT) et c-Maf qui ont 

des effets modulateurs importants sur les voies de signalisation qui induisent la différenciation du 

lymphocyte Th naïf (Coquet et al., 2015). Les molécules de costimulation peuvent également avoir un 

effet inhibiteur. C’est le cas du récepteur cytotoxic T-lymphocyte antigen (CTLA)-4 qui possède une 

affinité plus importante que le CD80 et le CD86 pour le CD28 et empêche donc ainsi la costimulation 

par ces deux molécules. La liaison du CTLA-4 au CD28 rend le lymphocyte T anergique (Greenwald 

et al., 2005). 

L’environnement cytokinique est également un facteur clé pour l’activation et la 

différenciation du lymphocyte Th et constitue le troisième signal. Les cytokines fournissent un signal 

précis pour l’orientation de la différenciation du lymphocyte Th naïf. Ces cytokines stimulent des 

récepteurs présents à la surface des lymphocytes T CD4+ et activent les Janus kinases (JAKs) qui, à 

leur tour, phosphorylent les facteurs de transcritptions Signal transducers and activators of 

transcription (STATs). Le récepteur cytokinique et la molécule STAT impliquée fournissent le signal 

unique qui active la différentiation d’un lymphocyte Th spécifique en induisant l’expression de 

facteurs de transcription spécifiques (Coquet et al., 2015; O’Shea et al., 2011).  

1.2.2  Différents lymphocytes Th 

Sur base de la nature du pathogène rencontré, le système immunitaire induit un type de 

réponse Th adaptée contre ce pathogène particulier. Pendant de nombreuses années, les sous-

populations de lymphocytes Th n’étaient limités qu’à deux grands sous-types connus: les lymphocytes 

Th1 et Th2. Il est maintenant connu qu’il existe de nombreux autres sous-types de lymphocytes Th qui 

se définissent sur base de leur capacité à produire certaines cytokines spécifiques et de leur expression 

de facteurs de transcription particuliers (figure 4). Il existe cependant une certaine plasticité dans les 

réponses Th induites, et le facteur de transcription spécifique d’un sous-type particulier ne sera pas 

complètement réprimés mais exprimé à un niveau très faible dans un autre sous-type de lymphocyte 

Th, pouvant mener à une reprogrammation fonctionnelle du lymphocyte T (Sallusto, 2016). 

L’activation de ces lymphocytes est dans la plupart des cas essentielle pour éliminer l’infection. 

Cependant dans certaines situations, des lymphocytes Th sont activés à l’encontre de molécules du soi 

ou d’antigènes inoffensifs menant respectivement à des maladies auto-immunes ou à des allergies.  
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Figure 4. Polarisation des différents sous-types de lymphocytes Th. Représentation schématique des 
cytokines prototypiques et des voies de signalisation et facteurs de transcription à l’origine de la 
différenciation des différents types de lymphocyte Th ainsi que des cytokines libérées et de la nature de 
la réponse générée par les différents Th. (Adapté de Kaplan et al., 2015). 

 

1.2.2.1 Lymphocytes Th1 

Les lymphocytes Th1 sont responsables de la défense de l’hôte à l’encontre des pathogènes 

intracellulaires et jouent également un rôle dans l’immunité anti-tumorale (Ikeda et al., 2004; Sallusto, 

2016).  Ces cellules produisent de l’IFN-γ, un puissant activateur de macrophages important pour 

l’élimination de certains pathogènes intracellulaires.  

L’IFN-γ et l’IL-12p70, un hétérodimère composés des sous-unités IL-12p35 et IL-12p40, sont 

les cytokines responsables de la polarisation des Th naïfs en Th1 (Seder et al., 1993; Zhu et al., 2010). 

L’activation de STAT1 par l’IFN-γ permet l’expression de T-bet, le facteur de transcription clé des 

lymphocytes Th1 qui induit la production d’IFNγ et du récepteur de l’IL-12p70 à la surface du Th1 

(Lighvani et al., 2001). La liaison de l’IL-12p70 à son récepteur active STAT4 qui amplifie également 

la production de son récepteur et d’IFN-γ (Weaver et al., 2007). 
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1.2.2.2 Lymphocytes Th2 

Les lymphocytes Th2 sont impliqués dans les réponses à l’encontre des helminthes et sont 

également à l’origine des réponses allergiques telles que l’asthme allergique. Les principales cytokines 

Th2 qui médient ces réponses sont l’IL-4, IL-5 et l’IL-13 et leurs effets seront décrits plus en détail 

dans le chapitre consacré à l’asthme allergique. 

En plus d’être une cytokine Th2 effectrice importante, l’IL-4 est cruciale à la différenciation 

des lymphocytes Th2. L’IL-4 active STAT6 qui uprégule l’expression de GATA3, le facteur de 

transcription caractéristique des Th2 (Paul and Zhu, 2010). Celui-ci contribue à l’autoactivation de sa 

propre expression et induit des modifications épigénétiques qui conduisent à l’expression des 

cytokines Th2 (Weaver et al., 2007). Les lymphocytes Th2 peuvent également être induits via 

l’activation de STAT5 qui est lui-même induit par l’IL-2, l’IL-17 ou le Thymic stromal lymphopoietin 

(TSLP). Une activation forte de STAT5 nécessite des concentrations plus faibles de GATA3 pour 

induire des lymphocytes Th2 (Paul and Zhu, 2010). 

1.2.2.3 Lymphocytes Th17 

Les lymphocytes Th17 sont abondants au niveau des muqueuses où ils sont responsables de 

l’élimination des champignons et des bactéries extracellulaires pathogènes. Ils sont également 

impliqués dans des maladies autoimmunes telles que l’arthrite rhumatoïde ou la maladie de Crohn 

(Littman and Rudensky, 2010). Ces cellules sont également impliquées dans la pathogénie l’asthme 

(Robinson, 2010). Les Th17 produisent principalement de l’IL-17 (également appelée IL-17A), IL-

17F et IL-22, cytokines impliquées dans le recrutement de neutrophiles, la réparation et le remodelage 

tissulaire et la production de protéines antimicrobiennes (Littman and Rudensky, 2010). De l’IL-21 est 

également produite par les Th17 et permettrait la communication avec des cellules immunes ainsi que 

l’amplification de la réponse Th17 au même titre que l’IFNγ et l’IL-4 pour les réponses Th1 et Th2 

respectivement (Korn et al., 2009). 

Les facteurs requis pour la différenciation des lymphocytes Th17 sont le Transforming Growth 

Factor (TGF)-β et l’IL-6. L’IL-6 et l’IL-21 activent STAT3 qui induit l’expression de l’IL-17 et de 

l’IL-21 mais également du récepteur à l’IL-23 et du facteur de transcription caractéristique des 

lymphocytes Th17, RORγt (Ivanov et al., 2006; Zhu et al., 2010). Ce dernier renforce à son tour la 

production d’IL-17. L’IL-23 permettrait l’expansion et le maintien de la réponse Th17 (Weaver et al., 

2007). Le facteur de transcription Aryl Hydrocarbon Receptor (AHR) est également nécessaire pour la 

production d’IL-22 (Cochez et al., 2016). 
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1.2.2.4 Lymphocytes T Follicular helper 

Les lymphocytes T Follicular helper (TFH) sont localisés au niveau des centres germinatifs des 

organes lymphoïdes secondaires où ils fournissent de l’aide aux lymphocytes B pour la maturation 

d’affinité, la commutation de classe et la différenciation des lymphocytes B mémoires en plasmocytes 

notamment via la production d’IL-21 (Crotty, 2011; Eivazi et al., 2016). 

Leur différenciation dépend de l’expression du facteur de transcription B-cell lymphoma 

(BCL)-6 qui est uprégulé en présence d’IL-21 et d’IL-6 (Nurieva et al., 2009).  

1.2.2.5 Lymphocytes Th9 

Les lymphocytes Th9 sont moins bien caractérisés. Ils produisent de l’IL-9 qui a longtemps 

été considérée comme une cytokine Th2. Comme les Th9 ne sont pas les seules cellules à produire 

cette cytokine, leur contribution aux différentes réponses immunologiques est donc difficile à 

déterminer in vivo. Cependant ils participeraient à l’immunité protectrice de l’hôte lors des infections 

aux helminthes et seraient également impliqués dans des maladies immunopathologiques telles que les 

allergies et la maladie de Crohn (Kaplan et al., 2015).  

Leur différenciation nécessiterait de l’IL-4 et du TGF-β et le facteur de transcription PU.1 

serait nécessaire à leur développement (Chang et al., 2010; Veldhoen et al., 2008).  

1.2.2.6 Lymphocytes Th22 

Les lymphocytes Th22 sont également très peu décrits suite à leur identification assez récente. 

Ils seraient principalement présents au niveau de la peau et sont caractérisés par leur production d’IL-

22 sans production d’IL-17 ou d’IFN-γ (Duhen et al., 2009; Eyerich et al., 2009).  

Leur activation dépendrait de l’IL-6 et de TNF-α et le facteur de transcription AHR leur 

permettrait de réguler leur production d’IL-22 (Duhen et al., 2009; Trifari et al., 2009). 

1.2.3  Lymphocytes T CD8+ 

Les lymphocytes T CD8+, également appelé lymphocytes T cytotoxiques, médient les 

réponses immunes face aux pathogènes intracellulaires tels que les virus en induisant la lyse les 

cellules infectées. Les T CD8+ naïfs possèdent un TCR capable de reconnaître des peptides 

antigéniques présentés au niveau du CMH de classe I des cellules infectées. L’activation du 

lymphocyte T CD8+ naïf entraine son expansion clonale et une différenciation en lymphocyte effecteur 

dont la fonction principale est d’induire la lyse des cellules cibles en libérant des granzymes et 

perforines (Harty et al., 2000; Williams and Bevan, 2007). Bien que le CMH-I soit normalement limité 

à la présentation d’antigènes endogènes, des CPAs professionnelles peuvent néanmoins présenter au 



Chapitre 1  Introduction 

22 
 

niveau de leur CMH-I des antigènes exogènes collectés dans des tissus non lymphoïdes et activer les T 

CD8+ naïfs dans les organes lymphoïdes secondaires. Ce phénomène est appelé cross-présentation 

(Kurts, 2000).  

1.2.4 Lymphocytes B et réponse humorale 

Les lymphocytes B sont les principaux médiateurs de la réponse humorale. La reconnaissance 

antigénique des lymphocytes B se fait grâce à leur récepteur B cell receptor (BCR), une Ig encrée à 

leur surface. Cette liaison est nécessaire à leur activation qui requiert également la reconnaissance de 

peptides antigéniques sur le CMH-II du lymphocyte B par le lymphocyte TFH pour stimuler la 

production d’anticorps par le lymphocyte B et induire leur expansion clonale. La prolifération des 

lymphocytes B est à l’origine de la formation des centres germinatifs présents dans les organes 

lymphoïdes secondaires où avec l’aide des TFH, les lymphocytes B subissent la maturation d’affinité et 

la commutation isotypique. Les lymphocytes B se différencient également en plasmocytes et 

lymphocytes B mémoires.  
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2 L’asthme allergique 

2.1 Définition 

L’asthme est une maladie hétérogène habituellement caractérisée par une inflammation 

chronique des voies respiratoires. Elle est définie par les symptômes respiratoires qui la caractérisent 

tels qu’une respiration sifflante, un essoufflemment, une sensation d’oppression thoracique, une toux 

qui varie en intensité et au cours du temps ainsi qu’une limitation variable de la circulation de l’air 

(2017 GINA Report : Global Strategy for Asthma Management and Prevention, http://ginasthma.org/).  

Deux formes principales de la maladie peuvent être distinguées : l’asthme extrinsèque 

également appelé asthme atopique ou allergique qui regroupe environ 70% des patients asthmatiques 

et l’asthme intrinsèque ou non-atopique. L’asthme atopique se développe généralement chez les 

enfants et est défini par la présence d’une quantité anormalement élevée d’immunoglobulines de type 

E (IgE) dans le sang ainsi qu’une cuti-réaction positive aux aéro-allergènes communs. L’asthme 

intrinsèque se développe généralement plus tard dans la vie de l’individu et ceux-ci présentent une 

cuti-réaction négative et ne voient pas leur niveau d’IgE sérique augmenter (Humbert et al., 1999; 

Lambrecht and Hammad, 2015). L’asthme étant un syndrome hétérogène, d’autres systèmes de 

classification existent sur base d’autres signes cliniques, de la sévérité de la maladie ou du contrôle de 

la maladie par différents traitements (Wenzel, 2012). Dans la suite de cette thèse nous nous 

intéresserons principalement à l’asthme atopique.   

2.2 Pathophysiologie 

2.2.1 Sensibilisation allergique 

Le développement de la maladie requiert une sensibilisation de l’individu à l’encontre d’un 

allergène auquel il sera allergique (figure 5). Lors de cette phase de sensibilisation, les lymphocytes 

Th naïfs se différencient en lymphocytes Th effecteurs, principalement des lymphocytes Th2. Cette 

étape requiert, comme décrit plus haut, l’activation de CDs soit indirectement par des cytokines ou 

signaux de dangers libérés par les cellules épithéliales soit directement par l’allergène (Lambrecht and 

Hammad, 2014). Les CDs activées migrent jusqu’au ganglion lymphatique drainant où elles induisent 

la différenciation des lymphocytes Th2. Le mécanisme responsable de leur différenciation reste peu 

connu mais la contribution de l’IL-4 a été clairement établie. Cependant la source d’IL-4 reste à ce 

jour controversée bien que les basophiles aient été proposés comme cellules responsables de la 

polarisation de la réponse Th2 suite à leur production d’IL-4 (Paul and Zhu, 2010). Certains 

lymphocytes Th adoptent un profil TFH et induisent la production des IgE par les lymphocytes B. Les 

IgE se fixent ensuite sur les récepteurs Fc de haute affinité (FcεRI) présents à la surface des 
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mastocytes et basophiles mais également sur les récepteurs Fc de faible affinité (FcεRII) présents à la 

surface des autres cellules inflammatoires (Holgate, 2012). 

 

Figure 5. Mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les phases de sensibilisation et de 
challenge allergénique. Les CDs et les cellules épithéliales peuvent être activées directement par les 
allergènes suite à leur expression de PRRs à leur surface. En réponse aux allergènes, les cellules 
épithéliales produisent des chémokines (CCL2 et CCL20) qui attirent les CDs immatures. Les cellules 
épithéliales activées produisent des cytokines « instructives » (IL-1a, GM-CSF, IL-25, IL-33 et TSLP) 
et des signaux de danger (ATP et acide urique) qui favorisent la maturation d’une population de CDs, 
les CDs CD11b+ Ly-6C-. Les CDs activées migrent ensuite jusqu’au ganglion médiastinal drainant où 
elles induisent la différenciation des lymphocytes Th naïfs en Th2 et en Th17. La migration des CDs 
est également stimulée par l’IL-13 produite par les ILC2. Certains lymphocytes Th produisent de l’IL-
21 et adoptent un profil de TFH pour induire la commutation isotypique en IgE par les lymphocytes B. 
Au niveau des ganglions, les CDs reçoivent de l’aide des basophiles  pour induire une réponse Th2. 
Lors de la réexposition à l’allergène, les CDs restimulent localement la fonction effectrice des 
lymphocytes T résidents du poumon et recrutent des lymphcytes Th2 effecteurs via la production de 
CCL-17 et de CCL-22. (D'après Lambrecht and Hammad, 2015). 

 

2.2.2 Réexposition à l’allergène 

Une fois sensibilisé, la réexposition des voies aériennes d’un individu au même allergène 

induit une bronchoconstriction qui se déroule en deux phases. La phase précoce induite quelques 

minutes après la réexposition à l’allergène est déclenchée par les mastocytes qui suite à la liaison de 

l’allergène aux IgE présentes à leur surface libèrent divers médiateurs tels que de l’histamine, de la 

prostaglandine D2 (PGD2) et des leucotriènes (LTB4 et LTC4) mais également des cytokines Th2 et 
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du TNF-α. Ceux-ci induisent la contraction des muscles lisses bronchiques, une sécrétion accrue de 

mucus, une augmentation de la perméabilité vasculaire ainsi que le recrutement de cellules 

inflammatoires telles qu’éosinophiles, lymphocytes Th2 et basophiles (Galli et al., 2008). Le TNF-α 

est responsable d’un recrutement de neutrophiles et d’une augmentation de l’hyperréactivité des voies 

aériennes (Bradding et al., 2006). 

Cette phase précoce est suivie par une phase tardive qui se développe entre deux et six heures 

après la réexposition à l’allergène et atteint son maximum entre six et neuf heures après la rencontre 

avec l’allergène. Elle est liée à l’infiltration et l’activation de leucocytes, principalement les 

lymphocytes Th2 et les éosinophiles. Les cytokines Th2 libérées par les lymphocytes Th2 recrutés au 

niveau du poumon orchestrent la réponse allergique via notamment la survie des lymphocytes Th2 

(médiée par l’IL-4), la commutation isotypique vers les IgE (IL-4 et IL-13), la différenciation et la 

maturation des mastocytes (IL-3, IL-9 et IL-13), l’activation, la maturation, la migration et la survie 

des éosinophiles (IL-3, IL-5 et Granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF)), le 

recrutement des basophiles (IL-3 et GM-CSF) et la contraction des muscles lisses responsable de 

l’hyperréactivité bronchique (IL-4 et IL-13) (Finkelman et al., 2010; Holgate, 2012) (figure 6). Les 

éosinophiles recrutés suite à l’action de chimio-attractants et de cytokines sécrétées par les mastocytes 

et les lymphocytes Th2, maturent et migrent jusqu’aux voies respiratoires où ils libèrent différentes 

substances toxiques responsables de dommages à l’épithélium bronchique, d’une augmentation de 

l’hyperréactivité des voies respiratoires et d’une augmentation de la dégranulation des mastocytes. Les 

éosinophiles produisent, comme les mastocytes, des leucotriènes et des cytokines de type Th2, 

lesquelles sont responsables de la contraction des muscles respiratoires lisses, d’une augmentation de 

la perméabilité vasculaire et d’une augmentation du recrutement d’éosinophiles, entraînant ainsi une 

boucle d’auto-entretien de l’inflammation éosinophilique (Bernstein, 2008; Holgate, 2008). Les 

éosinophiles sécrètent également divers protéines cytotoxiques responsables de dommages tissulaires 

(Licona-Limón et al., 2013). 



Chapitre 1  Introduction 

26 
 

 

Figure 6. Rôle central des lymphocytes Th2 dans l’allergie respiratoire. Les lymphocytes Th2 
expriment le facteur de transcription GATA3 qui conduit à la production de cytokines Th2 : IL-4, IL-5 
et IL-13. L’IL-5 contrôle le développement d’éosinophiles dans la moelle osseuse et l’IL-13 induit une 
métaplasie des cellules caliciformes, de l’hyperréactivité bronchique et une augmentation de 
l’expression des molécules d’adhésion VCAM-1 et ICAM-1 par les cellules endothéliales afin 
d’induire la sortie des éosinophiles dans le tissu pulmonaire. (Adapté de Lambrecht and Hammad, 
2015). 

 

2.2.3 Autres acteurs de la réponse allergique 

Bien que les lymphocytes Th2 soient les acteurs principaux de la réponse allergique, il est 

maintenant accepté que d’autres mécanismes sont impliqués dans le développement de l’asthme 

(figure 7). Les lymphocytes Th9 et Th17 sont notamment responsables de la production d’IL-9 et du 
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recrutement de neutrophiles dans le cas d’asthme sévère respectivement (Lloyd and Hessel, 2010; 

Wilson et al., 2009). Les ILC de type 2 (ILC2) décrites récemment joueraient également un rôle dans 

la phase effectrice de la réponse Th2 suite à leur production d’IL-5, IL-9 et IL-13 (Moro et al., 2010; 

Neill et al., 2010; Price et al., 2010). Un rôle des lymphocytes T Natural Killer de type I (iNKT) dans 

la bronchoconstriction dépendante de l’IL-13 a également été démontrée (Akbari et al., 2003).  

 

Figure 7. Différents sous-types de cellules lymphoïdes T impliquées dans la pathogénie de l’asthme. 
Divers signaux induisent la différenciation de différents types de lymphocytes Th qui génèrent des 
cytokines qui influencent, parfois de façon indirecte, différents types cellulaires menant à une 
hyperréactivité et une inflammation allergique des voies respiratoire. (D'après Holgate, 2012). 

 

2.2.4 Remodelage des voies aériennes 

L’exposition continue et répétée à l’allergène conduit à une inflammation persistante associée 

à des changements structuraux. Ce remodelage consiste en une desquamation de l’épithélium 

bronchique, un dépôt de collagène au niveau des voies aériennes, une hypertrophie des muscles 

respiratoires lisses, une hyperplasie des glandes muqueuses et cellules productrices de mucus, dont 
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résulte une production accrue de mucus, et de l’hyperplasie vasculaire (Bernstein, 2008; Lemanske 

and Busse, 2003). Une obstruction irréversible des voies aériennes peut donc être observée chez les 

individus atteints d’asthme sévère (Locksley, 2010).  

2.3 Epidemiologie 

L’asthme affecte actuellement 300 millions de personnes dans le monde, ce qui représente 4.3% 

de la population mondiale et sa prévalence ne cesse d’augmenter comme en témoigne l’augmentation 

de 2.9% observée chaque année entre 2001 et 2010 (Loftus and Wise, 2016). Les pays occidentaux 

sont les plus touchés mais on observe également une augmentation de sa prévalence dans les pays en 

voie de développement en parallèle avec leur industrialisation (Masoli et al., 2004). Les conséquences 

économiques de l’asthme sont considérables. En effet, 1 à 2% du budget des soins de santé des pays 

développés lui sont attribuables (Braman, 2006) et les coûts liés à cette maladie sont estimés à plus de 

18 milliards de dollars aux USA (Lambrecht and Hammad, 2015).  

2.4 Etiologie 

La rupture de la tolérance à l’encontre d’antigènes provenant de molécules environnementales 

inoffensives qui se déroule dans le cas de l’asthme allergique (Trompette et al., 2009) est le résultat 

d’interactions complexes entre le bagage génétique d’un individu et les stimuli environnementaux 

auquel il est soumis (Busse and Rosenwasser, 2003). 

2.4.1  Facteurs génétiques 

La contribution héréditaire de la maladie a été beaucoup investiguée ces dernières années et 

serait proche de 60% (Locksley, 2010). La complexité de la maladie rend l’identification précise des 

gènes impliqués assez difficile (Ober, 2005). Néanmoins, il semblerait qu’il n’y ait pas que quelques 

gènes impliqués mais de nombreux loci ayant chacun une petite contribution (Lemanske and Busse, 

2003; Locksley, 2010).  

Globalement, les gènes de susceptibilité à l’asthme peuvent être classés en 4 grands 

catégories : les gènes associés à l’immunité innée et l’immunorégulation, les gènes associés à la 

différentiation Th2 et aux fonctions effectrices, les gènes associés à la biologie épithéliale et à 

l’immunité mucosale et les gènes associés à la fonction pulmonaire, au remodelage des voies aériennes 

et la sévérité de la maladie (von Mutius, 2009). 
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2.4.2  Autres facteurs impliqués  

Bien que la contribution génétique au développement de l’allergie des voies respiratoires soit 

clairement établie, la forte augmentation de sa prévalence observée ces dernières décennies ne peut 

s’expliquer que par l’influence de facteurs environnementaux. 

2.4.2.1 Exposition aux allergènes 

Les principaux agents environnementaux responsables de la plupart des maladies allergiques 

sont les pollens et les allergènes d’intérieurs tels que les émanations d’acariens, de cafards, de chats 

(Holt and Thomas, 2005). Les enfants sensibilisés à ces aéro-allergènes tôt dans l’enfance sont plus 

propices à développer de l’asthme (Holgate et al., 2015). Cependant, l’exposition à ces allergènes dans 

l’enfance ne serait pas un facteur de risque pour le développement de l’asthme (Eder et al., 2006). 

2.4.2.2 La pollution 

La pollution de l’air ambiant, qui a fortement augmenté en parallèle à l’urbanisation et 

l’augmentation de la population, constitue un facteur de risque pour les individus asthmatiques 

(Holgate et al., 2015). Les particules fines,  les polluants gazeux (dioxyde d’azote et ozone) et la 

pollution de l’air liée au trafic routier favoriseraient l’incidence et l’exacerbation de l’asthme (Gowers 

et al., 2012; Guarnieri and Balmes, 2014). 

2.4.2.3 Le tabac 

L’exposition à la fumée de cigarette, qui contient un mélange complexe de divers composés 

organiques et de dioxyde d’azote, a également été démontrée comme étant un facteur de risque 

important pour le développement de l’asthme (Burke et al., 2012; Vork et al., 2007). De plus, le 

tabagisme maternel et grand-maternel augmenterait fortement le risque d’asthme infantile (Li et al., 

2005). 

2.4.2.4 L’obésité et le régime alimentaire 

Une forte association entre l’obésité et la prévalence de l’asthme a été mise en évidence. Bien 

qu’une relation de cause inverse ait été proposée, il est maintenant reconnu que l’obésité précède 

l’apparition des symptômes asthmatiques et serait un facteur de risque pour le développement de la 

maladie (Muc et al., 2016). De plus, les patients asthmatiques obèses présenteraient un moins bon 

contrôle de la maladie et une augmentation de la sévérité des symptômes (Muc et al., 2016). Le régime 

alimentaire pourrait également influer sur la maladie (McKeever and Britton, 2004). 
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2.4.2.5 Les virus  

Les infections virales respiratoires sévères chez les enfants en bas âge sont un des facteurs de 

risque majeurs pour le développement de l’asthme plus tard dans l’enfance. Les principaux virus 

concernés sont le virus respiratoire syncytial et le rhinovirus (Lemanske et al., 2005; Sigurs et al., 

2000). Les infections virales respiratoires représentent également la cause la plus fréquente 

d’exacerbation de la maladie (Busse et al., 2010). 

2.4.2.6 L’exposition aux microorganismes 

A l’inverse, l’exposition à certains microorganismes serait bénéfique et protégerait du 

développement de l’asthme. De manière générale, l’excès d’hygiène est actuellement perçu comme la 

principale cause de l’augmentation de la prévalence de la maladie. La théorie de l’hygiène à l’origine 

de ce concept est née de l’observation de Strachan en 1989, démontrant une forte association entre la 

taille de la famille et la position de l’enfant dans la famille avec le développement d’allergies 

respiratoires. Il a proposé sur base de cette observation qu’une infection tôt dans l’enfance transmise 

par un contact non hygiénique avec des frères et sœurs plus âgés ou acquise durant la vie fœtale suite à 

une infection maternelle par un contact avec les aînés protégerait du développement de maladies 

allergiques en éduquant le système immunitaire immature de l’enfant (Strachan, 1989). Cette 

hypothèse a depuis lors quelque peu évolué suite aux nombreuses études épidémiologiques venues 

l’étayer. Ainsi, ces dernières années, plusieurs éléments tendent à montrer que ce ne serait pas 

uniquement une infection manifeste par un pathogène mais plutôt une exposition environnementale à 

des produits microbiens qui pourrait se rapporter à la théorie de l’hygiène (Braun-Fahrländer et al., 

2002; Ege et al., 2011; von Mutius et al., 2000). De nombreuses études épidémiologiques ont ainsi 

démontré qu’un environnement rural et moins hygiénique protégerait du développement d’allergies 

respiratoires (Braun-Fahrländer et al., 1999; Riedler et al., 2000, 2001; Von Ehrenstein et al., 2000). 

Ces observations ont récemment été confirmées par une étude démontrant que les Amish qui utilisent 

des pratiques agricoles traditionnelles montrent une prévalence de l’asthme nettement inférieure aux 

Hutterites qui pratiquent une agriculture industrialisée (Stein et al., 2016). Par ailleurs, la flore 

intestinale et pulmonaire pourrait influer sur le développement de la maladie (von Mutius, 2016) et des 

études ont également montré que le traitement aux antibiotiques augmenterait le risque du 

développement de l’asthme (Murk et al., 2011; Risnes et al., 2011).  

2.5 Traitements 

2.5.1 Traitements symptomatiques 

De nombreux patients asthmatiques présentent des symptômes intermittents qui peuvent être 

contrôlés par l’utilisation d’agonistes des récepteurs β2 adrénergiques associés à de faibles doses de 
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corticostéroïdes inhalés ou à des antagonistes de récepteurs à leucotriènes. Cependant, de nombreux 

asthmatiques souffrent d’asthme plus sévère pour lequel ces médications ne suffisent pas à contrôler la 

maladie (Fahy, 2015). Une augmentation de la dose de corticostéroïdes ainsi que l’ajout d’un 

traitement adjoint est alors préconisé et chaque patient peut se voir attribuer un traitement personnalisé 

(Wang and Hoyte, 2016). Dans ce cadre, le développement de nouvelles approches thérapeutiques 

constitue une perspective encourageante pour un contrôle optimal de la maladie. Des anticorps 

monoclonaux neutralisant les IgE (omalizumab) ou anti-IL-5 (mepolizumab) sont actuellement 

commercialisés et d’autres traitements ciblant spécifiquement des cytokines pro-inflammatoires sont 

en cours de développement (Pelaia et al., 2012). 

2.5.2 Immunothérapie 

En parallèle à ces traitements symptomatiques, il existe des traitements immunothérapeutiques 

basés sur l’injection répétée d’allergènes spécifiques afin d’induire la tolérance du patient à cet 

allergène (Huggins and Looney, 2004). Ce traitement présente toutefois certaines limitations suite 

notamment à son manque d’efficacité chez certains patients et à sa mise en place  assez difficile car il 

nécessite des injections fréquentes sur une durée moyenne de 3 à 5 ans (Creticos et al., 2006; Fonseca 

et al., 2011). Le développement de nouveaux agents immunothérapeutiques tels que les CpG (encadré 

2) est donc un enjeu majeur pour les firmes pharmaceutiques. 

2.5.2.1 Effet protecteur des CpG 

Depuis leur découverte en 1995, de nombreuses études se sont intéressées à la réponse 

immune induite par les CpG et particulièrement leur capacité immunomodulatrice, notamment dans 

l’asthme allergique. Il a ainsi été démontré dans des modèles animaux que les CpG empêcheraient le 

développement d’une sensibilisation allergique (Jain et al., 2002; Kline et al., 1998). Ils seraient 

également capables de guérir un asthme établi chez des animaux déjà sensibilisés (Broide et al., 1998; 

Campbell et al., 2014; Fonseca et al., 2011; Kline et al., 2002; Sur et al., 1999) et agiraient 

favorablement sur le remodelage des voies aériennes (Cho et al., 2006; Youn et al., 2004). Les 

mécanismes qui sous-tendent ces effets protecteurs restent cependant peu élucidés. En effet, la 

diminution de la réponse allergique Th2 par les CpG se ferait via la réorientation de la réponse 

immune vers une réponse Th1 (Broide et al., 1998; Kline et al., 1998, 2002; Sur et al., 1999). 

Cependant, une étude a démontré que l’IL-12 et l’IFN-γ ne seraient pas requis pour la protection 

induite par les CpG (Kline et al., 1999) et il est maintenant connu que l’effet protecteur des CpG est 

également observé en absence de l’allergène (Broide et al., 1998, 2001; Sur et al., 1999) et agirait donc 

indépendamment du système immunitaire adaptatif. D’autres études ont par ailleurs mis en avant 

l’induction de lymphocytes T régulateurs (Treg) (Campbell et al., 2014; Jain et al., 2002) ou une 
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production d’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) au niveau du poumon (Hayashi et al., 2004) pour 

expliquer l’effet protecteur des CpG.  

2.5.2.2 Utilisation thérapeutique des CpG 

Suite aux effets prometteurs des CpG sur la réponse allergique Th2 dans les modèles animaux, 

l’utilisation de CpG comme adjuvant vaccinal d’immunothérapie ou comme monothérapie sans 

allergène a dès lors été investiguée et les résultats démontrent une efficacité de ces molécules dans la 

diminution des troubles allergiques chez l’homme (Beeh et al., 2013; Creticos et al., 2006; Klimek et 

al., 2011; Senti et al., 2009; Simons et al., 2004; Tulic et al., 2004). Actuellement, plusieurs molécules 

dérivées de CpG sont développées par des firmes pharmaceutiques et font l’objet d’études cliniques 

(tableau 1) (Aryan et al., 2014; Krieg, 2012; Tartey and Takeuchi, 2017). 

 

Tableau 1. CpG en développement clinique pour le traitement de l’asthme. 

Oligonucléotide Compagnie ou sponsor Etape du développement 

AZD1419 Dynavax/Astrazeneca Préclinique 

QbG10 Cytos biotechnology Phase II 

QAX935 Idera Pharmaceutics Phase I 

AVE0675 Sanofi Aventis/Coley Pharmaceuticals Phase 1 

SAR21609 Sanofi Aventis/Coley Pharmaceuticals Phase I 
 

(D'après Aryan et al., 2014; Krieg, 2012; Tartey and Takeuchi, 2017). 

  



Chapitre 1  Introduction 

33 
 

3 Contrôle des réponses immunes 
La théorie du « soi et du non-soi », selon laquelle le système immunitaire fonctionne en 

discriminant les molécules du soi qu’il tolère de celles du non-soi pour lesquelles il induit une réponse, 

a été pendant des années utilisée pour expliquer pourquoi le système immunitaire répond face à 

certaines molécules mais pas à d’autres (Burnet, 1959). Ce modèle a dès le départ rencontré quelques 

incohérences et a depuis évolué pour aboutir à la théorie proposée par Polly Matzinger en 1994 selon 

laquelle la force motrice du système immunitaire est la reconnaissance du danger, définit comme tout 

ce qui cause une destruction ou un stress tissulaire (Matzinger, 1994). Dans ce modèle, les signaux de 

dangers externes (PAMPs) ou internes (DAMPs) indiquent la présence d’une menace au système 

immunitaire et permettent ainsi l’induction d’une réponse adaptée (Matzinger, 2002).  

La muqueuse pulmonaire est constamment exposée à des allergènes et signaux de danger 

ubiquitaires de l’air ambiant. Cependant, la plupart des individus ne développent pas une réponse 

allergique à l’encontre de ces molécules inhalées. Il doit donc exister des mécanismes régulateurs au 

niveau des muqueuses qui empêchent le développement de ces réponses aberrantes.  

Plusieurs études ont décrit l’existence de cellules régulatrices aux interfaces mucosales. Il s’agit 

principalement de certaines populations de CDs, de macrophages et de Treg. D’autres cellules, comme 

les NK (Korsgren et al., 1999), les lymphocytes T γδ (Lahn et al., 1999), les NKT (Lloyd and 

Murdoch, 2010), les mastocytes (Moon et al., 2010), les lymphocytes B (Singh et al., 2008) et les 

lymphocytes T CD8+ (Stock et al., 2004) possèderaient également un potentiel régulateur. Cependant, 

les propriétés régulatrices de ces cellules sont pour la plupart sujet à débat car elles n’ont souvent été 

décrites que dans certaines conditions particulières et, paradoxalement, ces cellules ont également la 

capacité de promouvoir des réponses Th2.  

3.1 Les cellules dendritiques 

Les CDs constituent une population hétérogène qui peut être subdivisée en différents groupes 

sur base de leur fonction, leur phénotype de surface et leur localisation. On peut ainsi distinguer chez 

la souris des CDs plasmacytoïdes et des CDs myéloïdes, également appelées conventionnelles, toutes 

deux présentes dans les tissus lymphoïdes comme dans les tissus non-lymphoïdes tels que la peau, les 

poumons ou l’intestin (Mildner and Jung, 2014). 

Les CDs jouent un rôle clé dans l’initiation des réponses immunes et notamment de la réponse 

Th2 mais il est connu que les CDs jouent également un rôle central dans la tolérance de particules 

environnementales via l’induction de lymphocytes Treg. En effet, des CDs intestinales productrices 

d’acide rétinoïque induisent spécifiquement des Treg (Coombes et al., 2007; Sun et al., 2007). Des 

CDs similaires et possédant la même fonction ont également été observées dans d’autres organes tels 
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que la peau et le poumon (Guilliams et al., 2010).  Au niveau du poumon, les CDs plasmacytoïdes (de 

Heer et al., 2004) mais également des CDs myéloïdes productrices d’IL-10 (Akbari et al., 2001) 

empêcheraient également le développement de réponses incontrollées via l’induction de Treg (Akbari 

et al., 2002).   

3.2 Les lymphocytes T régulateurs 

On distingue actuellement deux catégories de lymphocytes Treg. La première catégorie 

comprend les lymphocytes Treg naturels (nTreg) qui proviennent du thymus et expriment les 

marqueurs de surface CD4 et CD25 et le facteur de transcription forkhead box P3 (FoxP3). Ils 

représentent environ 5 à 10% des lymphocytes T CD4+ chez l’adulte (Hawrylowicz and O’Garra, 

2005). La deuxième catégorie comprend les lymphocytes Treg induits (iTreg) et représente une 

population de cellules assez hétérogène. Les iTreg seraient issu de la différenciation aux niveaux des 

tissus périphériques de lymphocytes T CD4+ naïfs suite à la rencontre d’un antigène en présence de 

TGF-β, d’acide rétinoïque ou d’IL-10 (Littman and Rudensky, 2010). Différentes sous-populations ont 

été décrites parmi les iTreg sur base de leur phénotype et des cytokines qu’ils sécrètent (Hawrylowicz, 

2005). Les Treg sont localisés au niveau des tissus périphériques et des ganglions qui les drainent et 

induisent leurs effets suppresseurs par contact cellulaire direct ou via la production de cytokines telles 

que le TGF-β et l’IL-10 (Sakaguchi et al., 2008).  

Des études réalisées sur des modèles animaux ont montré l’importance des iTreg pour le 

maintien de la tolérance aux surfaces mucosales (Curotto de Lafaille et al., 2008; Josefowicz et al., 

2012; Ostroukhova et al., 2004). En effet, la neutralisation du TGF-β dans des modèles animaux de 

tolérance bloque la différenciation des iTreg Foxp3+ et permet le développement d’une réponse Th2 

éosinophilique dans les voies aériennes (Duan et al., 2008; Mucida et al., 2005). De plus, la déficience 

en Foxp3 induit une inflammation spontanée de type Th2 dans les tissus mucosaux (Josefowicz et al., 

2012). Le développement de lymphocytes iTreg Foxp3- réduisant l’inflammation pulmonaire suite à 

une exposition antigénique a également été décrit (Duan et al., 2011). 

3.3 Les macrophages  

3.3.1 Hétérogénéité 

Les macrophages, à l’origine identifiés par Ilya Metchnikoff sur base de leur capacité de 

phagocytose, sont stratégiquement localisés dans tous les tissus où ils assument un rôle de sentinelle 

du système immunitaire et font preuve d’une grande plasticité pour répondre aux changements 

environnementaux. Ces cellules affichent une forte diversité phénotypique et fonctionnelle suite aux 

tâches spécifiques qu’ils assument au sein des tissus dans lesquels ils résident (tableaux 2 et 3) 

(Davies et al., 2013; Murray and Wynn, 2011).  
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Tableau 2. Macrophages des tissus non-lymphoïdes. 

Tissu Type cellulaire Fonction Phénotype 
Peau Macrophages du derme 

 
 
 

Cellules de Langerhans 

Surveillance immune 
 
 
 

Interaction avec les 
lymphocytes T 

F4/80+,CD11b+,CD11clo, CD206+, 
MHCIIlo,Dectin-1+,CD301+, 
Dectin-2+ 
 

F4/80+,CD11b+,CD11c+,Langerin+ 

 
Système 
nerveux 
central 

Microglie 
 
 
 
 
 
 

Macrophages périvasculaires 
 

Macrophages des méninges 

Favorise la survie des 
neurones, surveillance 
immune de première ligne, 
élimination des neurones 
morts et remodelage 
synaptique 
 

Surveillance immune 
 

Surveillance immune  

F4/80+,CD11b+,CD45lo  
 
 
 
 
 
 

F4/80+,CD11b+,CD163+,CD45hi 

 

F4/80+, CD11b+, CD45hi 
Poumon Macrophages alvéolaires 

 
 
 
 

Macrophages interstitiels 

Surveillance immune pour 
des pathogènes inhalés et 
regulation homéostatique de 
la fonction tissulaire  
 

Régulation des réponses 
immunes via la maturation 
et/ou activation des CDs 

F4/80+,CD11blo,CD11chi,CD68+, 
SiglecF+,MARCO+, CD206+, 
Dectin-1+,Galectin-3+ 
 
 

F4/80+,CD11c–,CD68+,MHCII+ 

Cœur Macrophages du cœur Phagocytose des 
cardiomyocytes mourants 

 

Intestin Macrophages de la lamina 
propria 
 

Maintien de l’homéostasie 
intestinale et regulation des 
réponses immunes 

CX3CR1hi,F4/80+,CD11b+,CD11c+, 
CD64+ 

Foie Cellules de Kupffer 
 
 
 
 
 

Macrophages motiles du foie 

Elimination des 
microorganisms et débris 
cellulaires du sang et 
élimination des érythrocytes 
âgés 
 

Surveillance immune 

F4/80hi,CD11blo,CD169+,CD68+, 
Galectin-3+, CD80lo/− 
 
 
 
 

F4/80+,CD11b+,CD80hi 
Os Ostéoclastes 

 
 

Résorption des os par 
perturbation de la matrice 
minéralisée 

Récepteur à la calcitonine (cellules 
multinuclées) 
 

Tissus 
adipeux 

Macrophages associés aux 
tissus adipeux 

Contrôle de la sensibilité à 
l’insuline et de la 
thermogenèse adaptive 

F4/80+, CD45+  
 

Tissus 
séreux 

Macrophages péritonéaux 
 
 
 
 
 

Macrophages pleuraux 

Surveillance immune et 
régulation de 
l’environnement 
homéostatique, élimination 
des cellules apoptotiques 
 

Surveillance immune  

F4/80+,CD11b+ 
 
 
 
 
 

F4/80+,CD11b+ 

(D'après Chow et al., 2011; Davies et al., 2013; Lavin et al., 2015). 
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Tableau 3. Macrophages des tissus lymphoïdes. 

Tissu Type cellulaire Fonction Phénotype 
Rate Macrophages de la pulpe 

rouge 
 
 

Macrophages de la zone 
marginale 
 

Macrophages 
métallophiliques  
 

Macrophages de la pulpe 
blanche 

Elimination des 
érythrocytes et 
métabolisme du fer 
 

Surveillance immune de 
la circulation  
 

Surveillance immune  
 
 

Elimination des cellules 
apoptotiques au niveau 
des centres germinatifs 

F4/80+,CD206+,Dectin-2+ 
 
 
 

CD68+,CD209b+, MARCO+, Dectin-
2+,Tim4+ 
 

CD68+,CD169+ 
 
 

CD68+ 

Ganglion Macrophages du sinus sous-
capsulaire 
 
 

Macrophages médullaires 
 
 
 

Macrophages 
CD11chiCD169+ 
 

Macrophages des centres 
germinatifs 

Capture d’antigènes et 
présentation aux 
lymphocytes B 
 

Capture d’antigènes et 
présentation aux 
lymphocytes B 
 

F4/80lo,CD11b+,CD169+,CD11clo, 
MARCO+ 

 
 

F4/80hi,CD11b+,CD169+,CD11clo 

 

 
 

F4/80+,CD11chi,MHCII+,CD169+,CD8+  
 
 

F4/80-,CD11b-,CD68+,MFG-E8+ 

Thymus Macrophages sous-
capsulaires 
 

Macrophages du cortex 
 
 

Macrophages cortico-
médullaires 
 

Macrophages médullaires 
 

 F4/80+,MHCII+,Mac-2-,FcγRII+, 
FcγRIII+  
 

F4/80+,MHCII-,Mac-2+,FcγRII+, 
FcγRIII+ 

 

F4/80+,MHCII+,Mac-2+,FcγRIIhi, 
FcγRIIIhi 
 

F4/80+,MHCIIhi,Mac-2+,FcγRII+, 
FcγRIII+ 

Moelle Macrophages de la moelle Aide dans l’érythropoïèse 
et maintien des cellules 
souches hématopïétiques 

F4/80+,CD169+,ER-HR3+ 

(D'après Chow et al., 2011; Davies et al., 2013; Lavin et al., 2015). 

 

3.3.2 Classification 

Les macrophages sont fréquemment classés en deux catégories sur base du paradigme M1/M2. 

L’observation que des macrophages activés dans un contexte Th1 ou Th2 diffèrent qualitativement 

dans leur capacité à répondre à des stimuli classiques a donné naissance à ce modèle (Mills et al., 

2000). Ainsi les macrophages M1 activés classiquement répondent à l’IFNγ et au LPS, produisent de 

l’oxyde d’azote (NO) et des cytokines proinflammatoires et favorisent une réponse Th1 et au contraire 

des macrophages M2 activés alternativement par de l’IL-4 ou de l’IL-13 qui expriment l’arginase 1 et 

le récepteur au mannose CD206 et favorisent une réponse Th2 (Murray and Wynn, 2011). Cette 
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classification a évolué afin d’englober certains stimuli tels que l’IL-10, le TGF-β et les 

glucocorticoïdes et on peut maintenant distinguer différentes sous-catégories parmi les macrophages 

M2 (Mantovani et al., 2004). Cette classification peut refléter certains états d’activation extrêmes mais 

elle ne peut cependant pas représenter l’environnement in vivo complexe de nombreux types de 

macrophages tissulaires, pour lesquels de nombreuses autres cytokines et facteurs de croissance 

interagissent pour définir la différenciation cellulaire finale. De plus les profils transcriptionnels des 

macrophages montrent une grande diversité avec peu de recoupement suggérant plutôt que chaque 

population de macrophage pourrait représenter une classe unique (Wynn et al., 2013). Siamon Gordon, 

spécialiste des macrophages, a d’ailleurs récemment mis en évidence les limitations de cette 

classification (Martinez and Gordon, 2014). 

3.3.3 Ontogénie 

L’origine des macrophages reposait jusqu’il y a peu sur un modèle appelé « système de 

phagocytes mononuclées » (Mononuclear phagocyte system, MPS) établi en 1968 par Ralph van Furth 

and Zanvil Cohn (van Furth and Cohn, 1968). Selon ce modèle les macrophages tissulaires adultes 

sont définis comme des cellules complètement différenciées ayant perdu le potentiel de prolifération et 

qui se repeupleraient constamment à partir de monocytes classiques circulants dérivés de la moelle 

osseuse (encadré 3). Cette théorie, basée sur des études in vitro de différenciation de cellules de 

moelle ou de monocytes en macrophage, sur des expériences de transfert adoptif de monocytes 

marqués qui se différencient en macrophages et sur l’observation que des leucocytes sanguins recrutés 

au niveau du péritoine lors d’une inflammation se différencient en macrophages, a été confirmée par 

des expériences subséquentes notamment de transplantation de cellules souches (hematopoietic stem 

cell, HSC) à des souris receveuses irradiées (Lavin et al., 2015; Perdiguero and Geissmann, 2016). 

Cependant, certaines études démontrant entre autres la prolifération de macrophages adultes au sein 

des tissus (Sawyer et al., 1982) ainsi que la présence de macrophages dans le sac vitellin avant 

l’apparition de monocytes sanguins (Naito et al., 1996) sont venues contredire ce modèle. Ce n’est 

toutefois que récemment, avec le progrès des technologies disponibles (encadré 4) que 

l’applicabilité générale de ce dogme a été remise en question (Ginhoux and Jung, 2014).  
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Encadré 3      Sous-populations de monocytes sanguins. 
 
Les monocytes sanguins murins sont des leucocytes circulants mononuclées exprimant le F4/80, 
CD11b et CD115. Deux populations aux fonctions et propriétés migratoires différentes peuvent être 
distinguées sur base notamment du marqueur Ly-6C (Geissmann et al., 2003). 
 

Monocytes classiques Ly-6Chi : ces cellules sont caractérisées par le phénotype Ly-
6ChiCCR2hiCX3CR1intCD62L+GR-1hiLselectin+CD43lo. Elles se développent dans la moelle osseuse à 
partir de progéniteurs myéloïdes dérivés de HSC (Ginhoux and Jung, 2014) et nécessitent l’expression 
du récepteur CCR2 pour sortir de la moelle (Serbina and Pamer, 2006). Une étude a également montré 
qu’une hématopoïèse extramédullaire peut produire des monocytes à partir de HSC lors d’une 
inflammation (Robbins et al., 2012). Cette hématopoïèse extramédullaire a été observée au niveau de 
la rate, un organe qui constitue d’ailleurs un réservoir de monocytes Ly-6Chi CCR2 indépendants 
(Swirski et al., 2009). Les monocytes classiques ont une grande capacité de phagocytose, sont recrutés 
dans les tissus lors d’une inflammation et peuvent agir comme des précurseurs de phagocytes 
mononuclées périphériques (Jakubzick et al., 2017). Certains monocytes peuvent également transiter 
par les tissus en dehors d’une inflammation afin de capter et transporter des antigènes jusqu’aux 
ganglions (Jakubzick et al., 2013).  
 

Monocytes patrouilleurs Ly-6Clo : ces cellules sont caractérisées par le phénotype Ly-
6CloCCR2loCX3CR1hiCD62L-GR-1loLselectin-CD43hi. Elles peuvent se développer à partir des 
monocytes classiques (Mildner et al., 2017) d’une façon dépendante du facteur de transcription 
NR4A1, nécessaire à la différenciation et à la survie des monocytes patrouilleurs (Hanna et al., 2011). 
Ces monocytes adhèrent à la surface luminale de l’endothélium et migrent le long de celle-ci afin 
d’assurer leur rôle de surveillance des vaisseaux sanguins (Ginhoux and Jung, 2014). 
 
 
 

  

(Adapté de 
Ginhoux and 
Jung, 2014) 



Chapitre 1  Introduction 

39 
 

Encadré 4       Outils pour l’étude de l’origine des macrophages 

Souris transgéniques : technique génétique permettant le suivi in vivo de populations cellulaires afin de 
précisément identifier et suivre différentes populations de macrophages embryonnaires jusqu’à l’âge 
adulte. Les modèles utilisés impliquent le plus souvent une cre recombinase inductible exprimée sous 
le contrôle d’un promoteur spécifique à une lignée cellulaire afin d’exciser une cassette STOP floxée 
qui précède le gène codant pour une protéine fluorescente (Epelman et al., 2014a).  

Parabiose : technique dans laquelle deux souris du même fond génétique mais dont on peut distinguer 
les cellules immunes (i.e. souris C57BL/6 exprimant l’allèle CD45.1 sur ses cellules immunes et une 
souris C57BL/6 exprimant l’allèle CD45.2) sont suturées l’une à l’autre par la peau du flanc afin 
qu’une communication vasculaire s’établisse entre les deux animaux. L’analyse est réalisée plusieurs 
mois après la chirurgie car cette technique vise à identifier la contribution des cellules sanguines au 
maintien des cellules immunes chez une souris adulte. Lors de l’analyse, les cellules présentant un 
chimérisme constitué d’un mélange de cellules provenant des deux souris témoignent d’un 
renouvellement de ces cellules par des cellules sanguines circulantes. Au contraire, les cellules étant 
constituées d’une majorité de cellules de l’hôte dont elles sont issues ne nécessitent aucun apport 
sanguin pour leur renouvellement.   

Greffe de moelle compétitive : technique basée sur l’irradiation léthale de souris receveuses afin 
d’éliminer leurs cellules immunes juste avant une greffe de cellules de moelle, généralement un 
mélange en proportions identiques de cellules WT CD45.1+ et Ccr2-/- CD45.2+ (l’allèle CD45 
permettant de distinguer dans les souris receveuses les cellules WT des cellules Ccr2-/-), les cellules 
Ccr2-/- étant incapables de générer des monocytes classiques circulant comme CCR2 est nécessaire à 
ces cellules pour sortir de la moelle. Cette technique a également pour but d’étudier la contribution des 
monocytes sanguins (i.e. monocytes classiques) au repeuplement des cellules immunes mais dans ce 
cas-ci après déplétion des cellules de l’hôte, c’est-à-dire suite à un stress tissulaire au contraire de la 
technique de parabiose qui se réalise à l’état basal. Les cellules qui se repeuplent indépendamment de 
CCR2 (e.g. lymphocytes, neutrophiles) exhibent un chimérisme environ équivalent en CD45.1 et 
CD45.2 au contraire des cellules qui se repeuplent à partir de monocytes classiques qui possèdent un 
chimérisme d’environ 80% de cellules WT CD45.1+. Afin de différencier les cellules de l’hôte 
radiorésistantes des cellules greffées, des souris receveuses possédant les 2 allèles CD45.1/2 peuvent 
être utilisées.  
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Ainsi, des études de parabiose ont révélé que les lymphocytes, monocytes sanguins et CDs des 

organes lymphoïdes étaient renouvelés à partir de cellules circulantes comme en témoigne le 

chimérisme de ces cellules constitué d’un mélange de cellules provenant des deux souris parabiontes, 

au contraire de certains macrophages tissulaires tels que la microglie (Ajami et al., 2007; Ginhoux et 

al., 2010), les cellules de Langerhans (Merad et al., 2002) et les macrophages alvéolaires (MA) 

(Guilliams et al., 2013; Hashimoto et al., 2013) qui, après 1 année de parabiose, provenaient 

uniquement de la souris hôte, démontrant que ces cellules se maintiennent à l’âge adulte 

indépendamment de précurseurs circulants (Ginhoux and Guilliams, 2016).  

Le suivi in vivo des populations de monocytes, macrophages et de progéniteurs embryonnaires 

réalisé avec des outils transgéniques a également démontré que bien que les monocytes sanguins 

peuvent donner naissance à des macrophages dans certaines conditions, les macrophages résidant dans 

les tissus s’établissent durant le développement embryonnaire et persistent jusqu’à l’âge adulte 

indépendamment des monocytes sanguins (Ginhoux et al., 2010; Hashimoto et al., 2013; Schulz et al., 

2012; Yona et al., 2013). Différents précurseurs embryonnaires de macrophages sont produits dans des 

vagues indépendantes au cours du développement (Hoeffel and Ginhoux, 2015; van de Laar et al., 

2016; Mass et al., 2016). Cependant bien que l’origine embryonnaire des macrophages soit maintenant 

acceptée, l’identité précise des progéniteurs embryonnaires qui donnent naissance aux différents 

macrophages fœtaux, les voies de différenciation de ces progéniteurs et les facteurs de transcription 

impliqués restent sujet à débat (Ginhoux and Guilliams, 2016; Hoeffel and Ginhoux, 2015; Mass et al., 

2016; Perdiguero and Geissmann, 2016; Sheng et al., 2015). Une étude a par ailleurs montré que les 

différents précurseurs embryonnaires de macrophages générés au cours de l’embryogenèse ainsi que 

les monocytes sanguins possèdent les mêmes capacités de différenciation en MA mature (van de Laar 

et al., 2016). L’empreinte de la niche où les progéniteurs de macrophages vont se localiser 

constituerait ainsi le facteur déterminant l’identité du macrophage (Guilliams and Scott, 2017). 

Bien que l’origine embryonnaire et la capacité d’auto-renouvellement de macrophages aient 

été confirmées dans différents tissus, certaines populations de macrophages dépendent d’une 

contribution monocytaire pour leur maintien chez l’adulte. Il a ainsi été montré que les macrophages 

dérivés de l’embryon et localisés au niveau de l’intestin (Bain et al., 2014), du derme (Tamoutounour 

et al., 2013) et du cœur (Epelman et al., 2014b; Molawi et al., 2014) ne persisteraient pas chez l’adulte 

et seraient graduellement remplacés par des macrophages dérivés de monocytes sanguins.  

Par ailleurs l’origine des macrophages à l’état basal, où, à l’exception de certains tissus, les 

macrophages sont maintenus avec une contribution minime des monocytes circulants adultes, doit être 

distinguée de l’origine de ces cellules lors d’une inflammation. En effet, en conditions inflammatoires 

ou lors d’un stress génotoxique suite à une irradiation létale, la contribution monocytaire au pool de 
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macrophages peut être grandement augmentée suite au recrutement massif de monocytes sanguins au 

niveau des tissus endommagés (Lavin et al., 2015). 

Ainsi l’origine des macrophages peut être double : ils peuvent provenir de progéniteurs 

embryonnaires ou de monocytes sanguins (figure 8).  

 

Figure 8. Origine double des macrophages tissulaires. Les macrophages peuvent se développer à 
partir de progéniteurs embryonnaires provenant du sac vitellin (ou du foie foetal) et se maintenir dans 
le tissu adulte par auto-renouvellement local. Cet auto-renouvellement est caractérisé par de faibles 
taux de prolifération à l’état basal et une forte expansion après déplétion ou lors d’une stimulation. 
Les macrophages peuvent également se développer à partir de HSC. La contribution monocytaire aux 
macrophages résidents dépend fortement du tissu dans lequel résident les macrophages et varie d’une 
contribution nulle en monocytes pour la microglie et les cellules de Langerhans à une contribution 
totale pour les macrophages de l’intestin. (D'après Sieweke and Allen, 2013). 

 

La proportion monocytaire parmi le pool de macrophages tissulaire dépend de la nature du 

tissu ainsi que de la nature de la blessure en conditions inflammatoires. L’environnement tissulaire est 
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également important pour la régulation, la maintenance et la spécialisation fonctionnelle des 

macrophages (figure 9).  

 

Figure 9. L’environnement tissulaire détermine la différenciation des macrophages. Les 
macrophages tissulaires sont caractérisés par l’expression des marqueurs de surface FcγRI (CD64) et 
Mertk et des facteurs de transcritption PU.1, CEBP et MafB/c-Maf. Dans les tissus, l’identité et la 
fonction des macrophages sont déterminés par les cytokines et les métabolites qui sont produits par 
l’environnement local et mènent à l’expression de facteurs de transcription spécifiques. (D'après 
Lavin et al., 2015). 

 

 



Chapitre 1  Introduction 

43 
 

3.3.4 Macrophages immunosuppresseurs 

3.3.4.1 Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) 

Les Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) sont des cellules myéloïdes CD11b+ GR-1+ 

qui comprennent des précurseurs de macrophages, granulocytes, CDs et cellules myéloïdes 

(Gabrilovich, 2017). Elles forment un groupe hétérogène de cellules mais peuvent se diviser en deux 

groupes principaux, les granulocytaires ou polymorphonuclées Ly-6G+ Ly-6Clo (PMN-MDSCs) qui 

sont phénotypiquement et morphologicalement similaires aux neutrophiles et les monocytaires Ly-6G- 

Ly-6Chi (M-MDSCs) qui ont un phénotype et une morphologie similaires aux monocytes (Movahedi 

et al., 2008). Les PMN-MDSCs produisent de grandes quantités d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS) au contraire des M-MDSCs qui produisent de grandes quantités de NO (Youn et al., 2008). 

Leur caractéristique principale est leur capacité à supprimer les réponses T via une interaction de 

surface, la libération de médiateurs solubles ou l’activation d’enzymes (Bronte et al., 2016; Solito et 

al., 2017). On retrouve ces cellules chez la souris au niveau de la moelle, du sang périphérique, du 

foie, du poumon ou associées à des tumeurs de divers organes où elles sont principalement présentes. 

Ces cellules ne sont pas présentes à l’état basal et sont impliquées dans des conditions pathologiques 

associées à une inflammation chronique ou à un stress (Gabrilovich, 2017). Elles ont surtout été 

décrites pour leur implication dans les cancers où elles participent à la suppression de l’immunité anti-

tumorale. 

3.3.4.2 Macrophages associés aux tumeurs (TAMs) 

Les MDSCs pourraient être les précurseurs des macrophages associés aux tumeurs (TAMs) 

(Murray and Wynn, 2011). Bien que les macrophages étaient initialement considérés comme faisant 

partie de la réponse anti-tumorale, des données cliniques et expérimentales indiquent que dans la 

majorité des cas, les macrophages favorisent l’initiation de la tumeur et la progression des métastases 

en supprimant la réponse immunitaire anti-tumorale (Wynn et al., 2013). Lorsque la tumeur est établie, 

les TAMs se différencient et adoptent un phénotype immunosuppresseur qui favorise la progression de 

la tumeur (Wynn et al., 2013).  

3.3.4.3 Cellules myéloïdes régulatrices CD11b+ GR-1int F4/80+ 

Une étude a montré l’apparition de cellules myéloïdes régulatrices CD11b+ GR-1int F4/80+ 

dans les poumons de souris suite à une exposition à de fortes doses de LPS (Arora et al., 2010). Ces 

cellules dérivent de cellules progénitrices hématopoïétiques circulantes (Massberg et al., 2007) et 

suppriment les fonctions Th2 effectrices au niveau du poumon. L’effet suppresseur de ces cellules 

serait dû à l’arginase 1 et l’IL-10 car la diminution in vitro de la production de cytokines Th2 par des 

lymphocytes Th2 induite par ces cellules n’a plus été observé après ajout d’un inhibiteur de l’arginase 

1 ni en présence d’anticorps anti-IL-10 (Arora et al., 2010). 
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3.3.4.4 Macrophages producteurs d’IL-10 

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire qui joue un rôle critique dans le contrôle des 

réponses immunes. Deux populations de macrophages immunosuppresseurs et producteurs d’IL-10 

ont été décrites. Ces cellules sont présentes au niveau de l’intestin et du poumon, deux organes dont 

les surfaces mucosales sont constamment exposées à des signaux de danger qu’elles doivent tolérer. 

3.3.4.4.1 Macrophages de l’intestin 

La plupart des macrophages de l’intestin sont localisés au niveau de la lamina propria. Parmi 

les différentes populations de macrophages qui y sont situées (Joeris et al., 2017), une population de 

macrophages immunorégulateurs F4/80+ CD11b+ CD11c- MHCII+ CX3CR1+ a été décrite chez la 

souris (Denning et al., 2007). Comme mentionné plus haut, ces macrophages sont d’origine 

hématopoïétique et nécessitent un recrutement constant de monocytes sanguins pour leur maintien. 

Une étude a également montré que ces macrophages se localiseraient au niveau de la lamina propria 

d’une façon dépendante de MCP-1 (Takada et al., 2010), le principal ligand du récepteur CCR2 (Shi 

and Pamer, 2011). Contrairement aux autres macrophages de la lamina propria, ils sont très peu 

sensibles à la stimulation de leurs TLRs, expriment des molécules immunorégulatrices et produisent 

de grandes quantités d’IL-10. Ces macrophages ont la capacité de supprimer la différenciation de 

lymphocytes Th1 et Th17 et d’induire la différenciation de lymphocytes Treg (Denning et al., 2007). 

Ainsi une diminution de la production d’IL-10 par ces macrophages dans des souris Cx3cr1-/- entraine 

une réduction du nombre de Treg au niveau de la lamina propria qui résulte en une diminution de la 

tolérance intestinale (Hadis et al., 2011). Le nombre de lymphocytes T FoxP3+ est d’ailleurs plus élevé 

dans le colon que dans le petit intestin, en corrélation avec l’abondance relative des macrophages 

immunosuppresseurs à ces endroits (Joeris et al., 2017). Ces macrophages joueraient donc un rôle clé 

dans le maintien de l’homéostasie intestinale. 

3.3.4.4.2 Macrophages du poumon 

Il existe deux populations de macrophages au niveau du poumon : les MA qui constituent 

environ 90% des macrophages pulmonaires et les macrophages interstitiels (MI) aux propriétés 

immunosuppressives. Chez la souris, ces deux populations expriment le F4/80, marqueur 

caractéristique de monocytes et macrophages, ainsi que des marqueurs typiques de macrophages (e.g. 

CD64 et Mertk) et se distinguent phénotypiquement sur base de l’expression du marqueur CD11c ; les 

MA étant CD11c+ et les MI CD11c-. Les MA se caractérisent également par leur autofluorescence et 

leur expression de SiglecF. 

Etant donné que nous allons principalement nous concentrer sur cet organe dans la suite de ce 

travail, ce paragraphe ne sera pas dédié uniquement aux MI, mais une brève description des deux 

populations de macrophages sera présentée. 
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3.3.4.4.2.1 Macrophages alvéolaires  

Comme les MA sont les macrophages prépondérants du poumon, la plupart des études portant 

sur les macrophages pulmonaires, notamment les études d’ontogénie, concernent les MA. Ainsi les 

MA dérivent d’un précurseur embryonnaire qui colonise le poumon rapidement après la naissance et 

se différencie en MA grâce au GM-CSF (Guilliams et al., 2013). La voie de signalisation induite par le 

GM-CSF conduit à l’expression de PPAR-γ qui contribue à définir le profil d’expression génique des 

MA (Lavin et al., 2015). Ceux-ci se maintiennent et se repeuplent lors d’une légère déplétion par 

prolifération dans le tissu pulmonaire indépendamment d’une contribution de monocytes sanguins 

(Hashimoto et al., 2013). Cependant suite à un stress génotoxique lors d’une irradiation létale, les 

monocytes recrutés au niveau du poumon prennent l’avantage et se différencient en MA afin de 

repeupler la niche. Les MA radiorésistants peuvent néanmoins toujours proliférer pour régénérer la 

population cellulaire si les monocytes recrutés ne perçoivent pas le GM-CSF, comme c’est le cas dans 

des souris Csf2rb-/- déficientes pour le récepteur au GM-CSF (figure 10) (Epelman et al., 2014a). 

Comme beaucoup de macrophages tissulaires les MA se maintiennent donc, chez l’adulte, sans 

contribution monocytaire, sauf lors d’une déplétion aigue et profonde (figure 10).  

 

Figure 10. Représentation schématique de la stratégie de repopulation des macrophages alvéolaires. 
A l’état basal, la majorité des MA dérivent d’un progéniteur embryonnaire et sont instruit par le GM-
CSF pour se différencier en MA fonctionnels. Après déplétion, la repopulation a lieu uniquement par 
prolifération des macrophages pulmonaires résidents. Cependant lors d’une déplétion par un stress 
génotoxique (irradiation létale), les monocytes recrutés prennent l’avantage et remplacent les 
macrophages résidents dérivés de précurseurs embryonnaires. Si les monocytes recrutés ne perçoivent 
pas le GM-CSF, alors les MA sont capables, malgré le stress génotoxique, de repeupler la niche de 
MA. (D'après Epelman et al., 2014a). 
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Ces cellules sont comme leur nom l’indique présentes dans la lumière des alvéoles où elles 

assurent un rôle de surveillance immune afin de détecter d’éventuels pathogènes inhalés et un rôle de 

régulation homéostatique de la fonction pulmonaire par le catabolisme du surfactant.  

Certaines études ont montré que les MA posséderaient une fonction de régulation des réponses 

immunes. En effet, des études in vitro ont montré que les cellules récupérées à partir de lavages 

pulmonaires, c’est-à-dire constituées principalement de MA, peuvent supprimer la prolifération des 

lymphocytes T (Blumenthal et al., 2001; Lipscomb et al., 1993; Strickland et al., 1996; Upham et al., 

1995). L’injection intratrachéale de liposomes de clodronate qui induit l’élimination des phagocytes 

présents dans les alvéoles (i.e. les MA) favorise également la présentation antigénique des CDs (Holt 

et al., 1993) et l’augmentation de la réponse humorale suite à l’inhalation d’antigènes chez des souris 

sensibilisées (Thepen et al., 1992). Cependant, l’apoptose des macrophages induite par le clodronate 

doit générer de nombreuses particules, probablement perçues comme des DAMPs, et donc induire une 

réponse immune. Plus récemment, deux études ont montré que les MA peuvent induire le 

développement de Treg à partir de lymphocytes T naïfs (Coleman et al., 2013; Soroosh et al., 2013). 

3.3.4.4.2.2 Macrophages interstitiels 

Les MI constituent une petite population de macrophages régulateurs présents dans 

l’interstitium pulmonaire.  

Des études ont montré que différentes populations de macrophages présentes au sein d’un 

même tissu pouvaient provenir de sources différentes (Epelman et al., 2014b). Cependant, malgré les 

nombreuses études concernant l’ontogénie des macrophages, celle des MI reste encore peu décrite et 

les résultats obtenus par deux études différentes rapportent des observations contradictoires. Une étude 

a en effet montré que les MI partageraient la même origine que les MA (i.e. ne se renouvellent pas à 

partir de monocytes sanguins) comme en attestent leurs expérience de parabiose où les MI ne montrent 

aucun enrichissement en cellules du partenaire (Jakubzick et al., 2013). Par ailleurs, une autre étude a 

rapporté que différentes vagues de progéniteurs embryonnaires peupleraient l’interstitium pulmonaire 

durant l’embryogenèse et les premières semaines suivant la naissance mais qu’à l’âge adulte, les MI se 

maintiendraient à partir de progéniteurs circulants (Tan and Krasnow, 2016).  

Les MI, qui ont également été décrits chez l’homme (Hoppstädter et al., 2010), produisent 

spontanément de l’IL-10 (Bedoret et al., 2009), via l’activation de la voie de signalisation 

TLR4/Myd88 (Kawano et al., 2016). De plus lors d’une exposition à de faibles doses de LPS, les MI, 

qui sont localisés à proximité des CDs, bloquent la maturation et la migration des CDs, inhibant ainsi 

la capacité des CDs activées par le LPS à induire une réponse allergique Th2 à l’encontre d’antigènes 

inoffensifs (Bedoret et al., 2009). Ainsi des souris dépourvues de MI fonctionnels développent des 

réactions asthmatiques lorsqu’elles sont exposées à de faibles doses d’un mélange d’allergène et de 
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LPS (Bedoret et al., 2009). Les effets immunosuppresseurs des MI sont cependant dépassés lorsque les 

voies aériennes sont exposées à de hauts niveaux d’allergènes et de LPS car toutes les souris WT 

développent de l’asthme suite à des expositions à de fortes doses d’extraits d’acariens (House dust 

mites, HDM), un phénomène qui requiert l’activation du TLR4 (Hammad et al., 2009). Les MI 

régulent également la réponse inflammatoire médiée par les lymphocytes Th17 car le transfert de ces 

cellules à des souris Il10-/- diminue l’inflammation neutrophilique observée chez ces souris après 

exposition au HDM (Kawano et al., 2016).  

Une étude a très récemment indiqué que les MI pourraient être subdivisés en 3 populations sur 

base de leur expression différentielle de CD11c et MHCII (Gibbings et al., 2017). 
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Objectifs 
Malgré l’inhalation constante d’allergènes (« non soi ») et de composés bactériens (signaux de 

danger), seuls certains individus développent une allergie respiratoire. D’une manière paradoxale, une 

exposition à des composés microbiens est même connue pour protèger du développemnt de l’allergie 

pulmonaire, ce qui implique l’existence de mécanismes suppresseurs déclenchés par ces stimuli. Bien 

que quelques mécanismes prévenant le développement de réponses immunes aberrantes aient déjà été 

décrits, ceux-ci restent très peu connus et caractérisés en comparaison aux mécanismes qui favorisent 

le développement des réponses immunitaires. Une meilleure compréhension de ces mécanismes 

pourrait cependant aider au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques à l’encontre de 

l’allergie des voies respiratoires. 

Les MI, macrophages régulateurs pulmonaires, sont capables de prévenir le développement de 

réponses immunes à l’encontre d’allergènes inoffensifs inhalés concomitamment au LPS. Cependant, 

ces macrophages ont été très peu caractérisés et étudiés en dehors de l’homéostasie pulmonaire.  

Dans ce travail, nous avons étudié la plasticité phénotypique et fonctionnelle des MI en réponse à 

différents stimuli microbiens. Nous avons évalué l’impact d’une exposition à différents PAMPs et 

agents pathogènes sur les MI au niveau quantitatif et qualitatif ainsi que les répercussions de ces 

modifications sur leur fonction et leur ontogénie. 

Les résultats générés dans cette étude et présentés ci-dessous ont fait l’objet d’une publication 

dans Immunity (Sabatel et al., 2017), laquelle est insérée dans les annexes de ce manuscrit (page 125). 
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Section expérimentale - Matériel et méthodes 

1 Animaux expérimentaux 
Les souris WT CD45.2+, WT CD45.1+, Agtr1a-/-, Ccr2-/-, Cx3cr1gfp/+, Il-10-/-, Myd88-/- et Nr4a1-/-, 

toutes de fond génétique C57BL/6, ont été obtenues chez Jackson Laboratory. Les souris CD45.1/2+ 

WT C57BL/6 ont été obtenues en croisant des souris CD45.1+ avec des souris CD45.2+. Les souris 

Tlr9-/- (Hemmi et al., 2000) et ITIB (IL-10-β-lactamase  rapportrices) (Bouabe et al., 2011) ont été 

générées dans d’autres laboratoires. Toutes les souris, à l’exception des souris parabiontes qui ont été 

générées au Singapore Immunology Network (SIgN, Singapour), ont été hébergées dans un 

environnement exempt de pathogènes au sein de l’animalerie centrale de l’Université de Liège et sauf 

mention contraire, des souris de 6 à 10 semaines ont été utilisées pour les expérimentations. Toutes les 

expériences réalisées ont été approuvées par le Comité d’Ethique de l’Université de Liège, à 

l’exception des expériences impliquant les souris parabiontes qui ont reçu l’approbation du comité 

d’éthique local du SIgN. 

2 Réactifs et anticorps  
Les liposomes de clodronate et les liposomes contrôles contenant du Phosphate Buffer Saline 

(PBS) ont été fournis par la Fondation Clodronate Liposomes. Les CpG (classe B ; 5’-

tccatgacgttcctgatgct-3’; Ref. HC4033) et les oligodésoxynucléotides ne contenant pas de motifs CpG 

non méthylé (ODN, 5’-gcttgatgactcagccggaa-3’; Ref. HC4034) ont été achetés chez Sanbio. Le LPS 

de E. coli (O55:B5) a été obtenus chez Sigma. Le Pam3CSK4, Poly(I:C), FLA-BS et R848 ont été 

achetés chez InvivoGen et le MALP-2 chez Enzo Life Sciences. Les extraits d’acariens (House dust 

mites, HDM de Dermatophagoides farinae) ont été fournis par Greer Laboratories. L’ovalbumine 

(OVA grade III et grade V) a été achetée chez Sigma et le HDM fluorescent a été produit au 

laboratoire en utilisant le kit Alexa fluor 647 Protein Labelling kit (Molecular Probes). 

Les anticorps utilisés pour la cytométrie en flux sont listés ci-dessous. Les isotype contrôles 

correspondant aux anticorps ont été acheté dans la même firme. La streptavidine couplée au PE a été 

obtenue chez BD Pharmingen. 
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Cible Fluorochrome Clone Firme 

B220 PE RA3-6B2 BD Pharmingen 

CCR2 PE 475301 R&D systems 

CD45.1 APC A20 eBioscience 

CD45.2 APC/FITC/PerCP-Cy5.5/V500 104 BD Pharmingen 

CD11b FITC M1/70 eBioscience 

CD11b PE-Cy7 M1/70 BD Pharmingen 

CD11c APC/APC-Cy7 HL3 BD Pharmingen 

CD115 PE AFS98 eBioscience 

CD169 Efluor660 SER-4 eBioscience 

CD19 PerCPCy5.5 1D3 eBioscience 

CD49b PerCP-Cy5.5/BV421 DX5 BD Pharmingen 

CD3 Efluor 450 17A2 eBioscience 

CD62L PerCP-Cy5.5 MEL-14 eBioscience 

CD64 BV421 X54-5:7.1 Biolegend 

CD64 PE X54-5:7.1 BD Pharmingen 

CD86 Biotine GL-1 eBioscience 

CD90.2 efluor 660/ PerCP-efluor710 30H12 eBioscience 

F4/80 PE BM8 eBioscience 

Ly-6C FITC AL-21 BD Pharmingen 

Ly-6G PE/PE-Cy7 1A8 BD Pharmingen 

Mertk APC 108928 R&D systems 

MHC-II APC AF6-120.1 BD Pharmingen 

MHC-II PerCP-Cy5.5 M5/M4.15.2 Biolegend 

NK1.1 PE PK136 BD Pharmingen 

SiglecF PE E50-2440 BD Pharmingen 

 

3 Techniques relatives à la cytométrie en flux 

3.1 Obtention des différents types cellulaires 

Afin d’isoler les cellules pulmonaires, le ventricule droit du cœur a été rincé avec 10 mL de 

PBS (Lonza) afin d’éliminer le sang présent dans les vaisseaux sanguins pulmonaires. Les poumons 

entiers ont ensuite été récupérés, coupés en petits morceaux et digérés pendant une heure à 37°C dans 

du milieu de digestion Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Lonza) contenant 5% de sérum fœtal 
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bovin (FBS, GIBCO BRL), 1 mg/mL de collagénase A (Roche) et 0.05 mg/mL de DNaseI (Roche). La 

suspension cellulaire a ensuite été enrichie en cellules mononuclées grâce à un gradient de Percoll (GE 

Healthcare). Afin d’isoler les cellules spléniques, la rate a été écrasée et les globules rouges ont été 

lysés avec un tampon (RBC lysis buffer, eBioscience). Le sang a été récupéré, mélangé à de l’EDTA 

(100 mM) et les globules rouges ont été lysés (RBC lysis buffer, eBioscience). Afin d’obtenir des 

cellules du cœur et du foie, les organes ont été coupés en petits morceaux et digérés pendant une heure 

à 37°C dans du milieu de digestion Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Lonza) contenant 5% de 

FBS (GIBCO BRL), 1 mg/mL de collagénase A (Roche) et 0.05 mg/mL de DNaseI (Roche). Dans les 

expériences visant à isoler les monocytes classiques Ly-6ChiCD64lo, les monocytes patrouilleurs Ly-

6CloCD64lo, les MI, les MICpG, ou les monocytes spléniques, les cellules pulmonaires et les cellules 

spléniques ont été enrichies en cellules CD11b+ par MACS (Magnetism-Activated Cell Sorting) grâce 

à des billes magnétiques anti-CD11b (Miltenyi Biotec). 

3.2 Marquage FACS 

Le marquage a été réalisé à 4°C à raison de 1 million de cellules dans 100 µL de milieu FACS 

(Fluorescence-Activated Cell Sorting) (PBS + 0.1% d’azide de sodium (Sigma) + 0.1% de bovine 

serum albumin (BSA, Sigma) contenant 20% de surnageant de cellules sécrétant l’anticorps 24G2 

(produit dans le laboratoire) afin de réduire la liaison aspécifique à la fraction Fc des anticorps.   

3.3 Phénotypage et tri cellulaire 

Le phénotypage et le tri cellulaire ont été réalisés sur un FACSCANTO II et un FACSARIA III 

(BD Biosciences), respectivement. Les doublets ont été exclus sur base du FSC-W et FSC-A et la 

viabilité des cellules a été vérifiée avec du 7-AAD (ViaProbe, BD Biosciences). Les résultats ont été 

analysés avec le programme FlowJo (Tree Star). 

3.4 Identification des cellules isolées 

Les différentes populations cellulaires triées par FACS ont été identifiées après étalement sur 

lame par centrifugation dans un Shandon Cytospin 4 (Thermo Electron Corporation) et coloration au 

Diff Quick (Dade Behring Inc) selon les recommandations de la firme. Les lames ont été examinées 

avec un microscope FSX100 (Olympus). 

3.5 Quantification du nombre de monocytes/macrophages  

Les nombres de cellules pulmonaires ont été comptés après la digestion complète des poumons 

et l’enrichissement en cellules mononulées à l’aide d’une cellule de Thoma, en duplicata. Le nombre 
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de MA, MISS, MICpG, MILPS, monocytes classiques et monocytes patrouilleurs a été déterminé sur base 

de la stratégie de gating montrée à la figure 11A.  

Les nombres de cellules totales de la rate, du cœur, du foie ont été comptés après la dissociation 

tissulaire avec une cellule de Thoma, en duplicata. Les nombres de monocytes et de macrophages dans 

ces organes ont été déterminés sur base de la stratégie de gating de Swirski et ses collaborateurs 

(Swirski et al., 2009) ou de la stratégie montrée à la figure 11A respectivement.  

4 Evaluation de la production d’IL-10 

4.1 Souris ITIB IL-10-β-lactamase rapportrices 

Ces souris qui expriment le gène de l’enzyme β-lactamase sous le contrôle du promoteur de 

l’IL-10, permettent de détecter l’expression d’IL-10 au niveau cellulaire en présence du substrat de 

l’enzyme, le CCF4-AM (coumarin-cephalosporin-fluorescein (4)-acetoxymethyl). Pour évaluer 

l’expression d’IL-10 en utilisant les souris ITIB, les cellules pulmonaires de souris ITIB et de souris 

WT contrôle ont été resuspendues dans une solution contenant du CCF4-AM (Invitrogen) 

supplémentée de probenecid (un inhibiteur de transporteurs d’anions; Invitrogen), préparée selon les 

recommendations de la firme, et incubées 90 min à 29°C. Le CCF4-AM est un dérivé d’ester 

lipophilique qui consiste en un cœur de céphalosporine liant une 7-hydroxycoumarin à une 

fluorescéine. Une fois à l’intérieur de la cellule, les groupes esters sont hydrolysés par des estérases 

cytoplasmiques, libérant la forme négativement chargée du CCF4 qui est alors emprisonné dans le 

cytoplasme. L’excitation du CCF4-AM intact induit un transfert d’énergie de fluorescence par 

résonance (FRET) de la coumarine à la fluorescéine qui émet une lumière verte. Ce phénomène de 

FRET ne sera plus observé suite au clivage du noyau β-lactam du CCF4-AM par la β-lactamase qui 

sépare les deux fluorophores. On observe alors une fluorescence bleue suite à l’excitation du substrat. 

Après incubation avec le substrat, le marquage membranaire est réalisé et le marquage est analysé par 

cytométrie en flux. Des cellules WT incubées avec le CCF4-AM sont utilisées comme contrôle 

négatif.  

4.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) 

Pour la production d’IL-10 ex-vivo, les monocytes classiques, monocytes patrouilleurs, MA et 

MI ont été isolés de souris WT naïves par FACS et 2x105 cellules ont été cultivées dans 200 µl de 

milieu RPMI (Lonza) supplémenté avec 10% de FBS, 0.1 mM d’acides aminés essentiels (GIBCO 

BRL), 1 mM de pyruvate de sodium (GIBCO BRL), 50 UI/mL de pénicilline G et 50 µg/mL de 

streptomycine sulfate (GIBCO BRL) et 0.5 mM de β-mercapto-éthanol (GIBCO BRL) dans une 

plaque 96 puits à fonds ronds pendant 16h. Dans certaines expériences, les MI isolés de souris WT, 

Tlr9-/- ou Myd88-/- ont été cultivés et stimulés pendant 16h avec du LPS (10 ng/ml) ou des CpG (7 
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µg/ml). La concentration en IL-10 a été mesurée dans les surnageants de culture par ELISA 

(eBioscience). 

5 Techniques relatives à l’identification des monocytes 
tissulaires 

5.1 Déplétion des monocytes/macrophages vasculaires 

Des souris WT ou Ccr2-/- ont reçu par voie intraveineuse (i.v.) 200 µL de liposomes contenant 

du clodronate (Clo-Lips) ou de liposomes contenant du PBS (PBS-Lips). Les poumons ont été 

récupérés 24h plus tard. 

5.2 Immunohistochimie 

Les poumons ont été fixes dans une solution de formaldehyde 4% puis enchâssés dans de la 

paraffine. Des coupes transversales de 5 µm ont été obtenues à l’aide d’un microtome (Microm 

HM355S, Thermo Scientific). Les sections ont été déparaffinées et hydratées et les peroxydases 

endogènes ont été bloquées à l’aide de peroxyde d’hydrogène 3% (Merck). Les lames ont ensuite été 

immergées dans une solution bloquante (Protein block, Dako) pendant 10 minutes à température 

ambiante. Le marquage primaire a été réalisé par une incubation de 2 heures à température ambiante 

en présence d’un anticorps de rat anti-Ly-6C (1/50, clone ER-MP20, Abcam). Les tissus ont ensuite 

été incubés en présence d’un anticorps de lapin anti-rat couplé à la peroxydase de raifort (HRP ; 1/400, 

Abcam) pendant 40 minutes à température ambiante. L’activité peroxydase a été révélée à l’aide du kit 

3,3’-diaminobenzidine hydrochloride (Dako) et les tissus ont ensuite été contre-colorés dans une 

solution d’hématoxyline de Carazzi. 

5.3 Marquage in vivo des leucocytes vasculaires 

Des souris WT ont reçu 0.5 µg d’anticorps anti-CD45.2 par voie intraveineuse. L’euthanasie a 

été réalisée 3 minutes plus tard afin de permettre à l’anticorps de circuler dans les vaisseaux sanguins. 

Les poumons ont ensuite été récupérés sans être perfusés et les populations de 

monocytes/macrophages ont été analysées par cytométrie en flux.  
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6 Exposition à des ligands de TLRs et à des pathogènes 

6.1 Exposition des voies aériennes à des ligands de TLRs 

Des souris anesthésiées à l’isoflurane ont été instillées par voie intranasale (i.n.) avec 50 µl 

d’une solution saline contenant différents ligands de TLRs : Pam3CSK4 25 µg; Poly(I:C) 50 µg; LPS 

10 µg; FLA-BS 1 µg; MALP-2 1 µg; R848 100 µg; CpG 50 µg. Les doses de ligands de TLRs 

utilisées ont été choisies sur base de la littérature (i.e. Pam3CSK4 (Andrade et al., 2013; Chen et al., 

2016); Poly(I :C) (Errea et al., 2015; LeMessurier et al., 2013); LPS (Chen et al., 2014; Hiroshima et 

al., 2014); FLA-BS (Errea et al., 2015; Muñoz et al., 2010); MALP-2 (Reppe et al., 2015); R848 

(Marino et al., 2011; Van et al., 2011); CpG (Hickey et al., 2013; Vogel and Brown, 2015). Dans 

certaines expériences les concentrations de ligands de TLRs utilisées correspondent à 5 nmoles pour 

chaque ligand.  

6.2 Exposition des voies aériennes à des pathogènes 

Des souris anesthésiées à l’isoflurane ont reçu par voie i.n. 50 µl de solution saline contenant 5 

PFU (plaque-forming unit) de virus influenza A (souche A/PR/8/34 fournie par le Dr Trottein de 

l’Institut Pasteur de Lille) ou 105 CFU (colony-forming unit) de Streptococcus pneumoniae (serotype 

1, isolat clinique E1586 fournit par le Dr Sirard de l’Institut Pasteur de Lille). 

6.3 Traitement aux CpG 

6.3.1 Administration in vivo 

Des souris anesthésiées à l’isoflurane ont reçu par voie i.n. 50 µl d’une solution saline 

contenant 50 µg de CpG ou 50 µg d’ODN. Dans certaines expériences les souris ont été injectées par 

voie sous-cutanée (s.c.) ou intrapéritonéale (i.p.) avec 100 µl (s.c.) ou 200 µl (i.p.) d’une solution 

saline contenant 50 µg de CpG ou 50 µg d’ODN. Les souris ont été analysées 7 jours plus tard. 

6.3.2 Stimulation ex vivo des monocytes tissulaires aux CpG  

Les monocytes spléniques et pulmonaires ont été triés pas FACS sur base des stratégies de 

gating décrites à la figure 11A et par Swirski et ses collaborateurs (Swirski et al., 2009) 

respectivement. Deux cent mille cellules ont été cultivées dans du milieu RPMI supplémenté avec 

10% de FBS, 0.1 mM d’acides aminés essentiels, 1 mM de pyruvate de sodium, 50 UI/mL de 

pénicilline G et 50 µg/mL de streptomycine sulfate et 0.5 mM de β-mercapto-éthanol avec ou sans 

CpG (7 µg/ml) dans une plaque 24 puits. Dans certaines expériences, du LPS (10 ng/ml) a été ajouté 
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dans le milieu à la place des CpG. Vingt-quatre, 36, 48 et 54 heures plus tard, les cellules ont été 

récupérées et phénotypées. Du 7-AAD a été utilisé pour discriminer les cellules vivantes des cellules 

mortes.  

7 Modèles d’asthme 

7.1 Modèles aux extraits d’acariens (HDM) 

7.1.1 Modèles de sensibilisation 

Des souris WT, ITIB ou Tlr9-/-, anesthésiées par inhalation d’isoflurane, ont été sensibilisées 

par 2 administrations i.n. d’une solution saline (PBS, souris contrôles) ou d’extraits d’acariens (HDM, 

100 μg) à 7 jours d’intervalle (jour 0 (J0) et jour 7 (J7)). Dans certaines expériences les souris ont été 

sensibilisées avec du HDM à J0 et avec du HDM marqué à l’AlexFluor647 à J7. 

Afin d’évaluer les effets des CpG dans la protection du développement de l’asthme, des souris 

ont été instillées par voie i.n. avec une solution saline contenant 50 µg d’ODN ou de CpG, 7 jours 

avant la première injection de HDM. Les souris ont été euthanasiées par dislocation cervicale 3 jours 

après la 2e injection de HDM (jour 10). Dans les modèles de transfert adoptif, des souris WT ont reçu 

par voie intratrachéale (i.t.) 1.5 million de MA ou MICpG isolés de souris WT ou Il-10-/- traitées aux 

CpG 7 jours au préalable ou une solution saline, 24h avant chaque traitement au HDM (jours -1 et 6).   

7.1.2 Modèles de challenge allergénique 

Des souris WT, ITIB ou Tlr9-/-, anesthésiées par inhalation d’isoflurane, ont été sensibilisées 

par 2 administrations i.n. de PBS (souris contrôles) ou de HDM (100 μg) à 7 jours d’intervalle (jour 0 

(J0) et jour 7 (J7)). Afin d’évaluer les effets curatifs des CpG sur de l’asthme établi, les souris ont reçu 

par voie i.n. une solution saline contenant 50 µg d’ODN ou de CpG, 7 jours après la 2e injection de 

HDM (jour 14). Sept jours plus tard (jour 21), les souris ont été challengées par une instillation i.n. 

d’une solution saline (PBS, souris contrôles) ou de HDM (100 μg). Dans certaines expériences, les 

souris ont été challengées avec du HDM marqué à l’AlexFluor647 au jour 21. Les souris ont été 

sacrifiées par dislocation cervicale au jour 24. Dans les modèles de transfert adoptif, des souris WT 

ont reçu par voie i.t. 1.5 million de MA ou MICpG isolés de souris WT ou Il-10-/- traitées aux CpG 7 

jours au préalable ou une solution saline, 24h avant le dernier challenge au HDM (jour 20).  

Dans les expériences évaluant les effets long-terme des CpG sur un asthme établi, les souris ont 

été challengées au HDM (100µg) 8 semaines après l’instillation i.n. de CpG et ont été sacrifiées 3 

jours plus tard.  



Chapitre 3  Matériel et méthodes 

56 
 

7.2 Modèle à l’ovalbumine (OVA) 

Des souris WT ont été sensibilisées aux jours 0 et 14 par une injection i.p. de 100 µl d’une 

solution saline contenant 10 µg d’OVA (grade V, Sigma) mixée avec 100 µl d’alun (Imject Alum, 

Pierce). Les souris contrôles ont reçu 100 µl de solution saline mixée avec 100 µl d’alun. Deux 

semaines plus tard, les souris ont été challengées par une exposition à un aérosol d’OVA 1% (grade 

III, Sigma) 1h par jour pendant 4 jours (jour 28 à 31). Afin d’évaluer les effets curatifs des CpG sur un 

asthme établi, les souris ont reçu par voie i.n. une solution saline contenant 50 µg d’ODN ou de CpG, 

7 jours avant le premier aérosol (jour 21). Les souris ont été sacrifiées 24h après le dernier challenge 

(jour 32). Dans les expériences de transfert adoptif, des souris WT ont reçu par voie i.t. 1.5 million de 

MA ou MICpG isolés de souris WT traitées aux CpG 7 jours au préalable ou une solution saline, 24h 

avant le challenge à l’OVA (jour 27). 

7.3 Evaluation de la réponse allergique 

7.3.1 Mesure de l’hyperréactivité bronchique 

L’hyperréactivité bronchique (HRB) a été mesurée à l’aide d’un FlexiVent small animal 

ventilator (SCIREQ). Les souris anesthésiées par injection i.p. d’une solution saline (PBS) contenant 

6.6 % de Kétamine 1000 (100 mg/mL, Ceva Santé animale) et 3.3% de Rompun 2% (Bayer Health 

Care) ont été cathétérisées et placées sous ventilation imposée avant d’être soumises à des doses 

croissantes de méthacholine (allant de 6 à 48 g/l, Sigma) nébulisée via le cathéter. Les mesures de 

résistance pulmonaire ont été enregistrées après chaque nébulisation.  

7.3.2 Lavage bronchoalvéolaire et cytologie 

Après la mesure de l’HRB, les souris ont été euthanasiées et un lavage bronchoalvéolaire 

(LBA) a été réalisé à l’aide d’un cathéter à ailettes 24G (BD Infusion Therapy Systems) placé dans la 

trachée. Deux mL de PBS ont été infusés dans la trachée et récupérés sur glace. Le comptage de 

cellules totales a été réalisé à l’aide d’une cellule de Thoma, en duplicata et afin d’effectuer le 

comptage différentiel, 150 µL ont été étalés sur lame par centrifugation dans un Shandon Cytospin 4 

(Thermo Electron Corporation). Les lames ont ensuite été colorées au Diff Quick (Dade Behring Inc) 

selon les recommandations de la firme et 200 cellules ont été identifiées au microscope selon leurs 

caractéristiques morphologiques (macrophages, éosinophiles, lymphocytes, neutrophiles). 

7.3.3 Histologie pulmonaire 

Les lobes pulmonaires gauches sont récupérés dans une solution de formaldéhyde 4%. Les 

coupes histologiques ont été réalisées à la plateforme d’immunohistologie du GIGA (Université de 
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Liège). Elles ont été colorées à l’hématoxyline-éosine (H&E) et au Periodic Acid Schiff (PAS). La 

production de mucus a été quantifiée comme le pourcentage de cellules caliciformes marquées au PAS 

par rapport au nombre total de cellules épithéliales dans des bronches sélectionnées au hasard. Sept 

sections bronchiques ont été analysées par poumon murin.   

7.3.4 Production de cytokines par les cellules ganglionnaires 

Les ganglions bronchiques sont prélevés, poolés par groupe de deux dans 2 mL de PBS, 

écrasés à l’aide d’un piston de seringue plat puis filtrés (pores de 70 µM) afin de récupérer les cellules 

ganglionnaires. Ces cellules ont été cultivées (2 x 105 cellules par puits dans des plaques de culture à 

96 puits) dans du milieu Click’s (Click’s medium EHAA) supplémenté avec 0.5% de sérum de souris 

black6 (Harlan Laboratories Inc.), 8 mM de L-glutamine (GIBCO BRL), 0.1 mM d’acides aminés non 

essentiels, du pyruvate de sodium 1 mM, 50 UI/mL de pénicilline G et 50 µg/mL de streptomycine 

sulfate et 10 µg/mL de β-mercaptoéthanol. Les cellules ont été restimulées in vitro avec du HDM (30 

µg/ml) ou de l’OVA (grade V, 50µg/ml). Les surnageants ont été récupérés après 3 jours de culture et 

des ELISA ont été réalisés à l’aide de kits commerciaux afin de mettre en évidence l’IL-4, l’IL-5 et 

l’IL-13 (eBioscience). 

7.3.5 Maturation et migration des CDs 

Afin d’évaluer la maturation et la migration des CDs, les souris ont reçu par voie i.n. une 

solution saline (souris contrôles) ou 100 µg de HDM marqué à l’Alea fluor-647. Les souris ont été 

sacrifiées 24h plus tard. Les ganglions bronchiques ont été récupérés et écrasés et le nombre de 

cellules totales a été compté à l’aide d’une cellule de Thoma, en duplicata. Le nombre de CDs 

présentant l’antigène (i.e. cellules HDM+CD11chiMHC-IIhi) a été déterminé par cytométrie en flux. La 

maturation des CDs pulmonaires a été déterminée par quantification de l’expression des marqueurs de 

maturation CD86 et MHCII sur les CDs pulmonaires totales (i.e. cellules non-autoflurescentes 

CD11chiMHC-IIint/hi) par cytométrie en flux.  

7.3.6 Quantification des IgE 

Le sang récolté a été centrifugé 10 minutes à 10.000 RPM dans une centrifugeuse Sigma 

(Fischer bioblock scientific). Le sérum a ensuite été prélevé et congelé à -80°C jusqu’au dosage des 

IgE. Pour cela, des plaques 96 puits (NUNC) ont été incubées une nuit à 4°C avec un anticorps anti-

IgE (2 µg/ml, clone R35-72, BD Biosciences). La plaque a ensuite été saturée afin de réduire la liaison 

aspécifique avec du PBS/BSA 1% (Sigma) avant de l’incuber avec les sérums pendant 2h à 37°C. La 

plaque a ensuite été incubée pendant 3h à température ambiante avec de l’OVA-biotinylé (Sigma) 

avant d’ajouter une streptavidine-peroxydase (Zymed). La plaque a alors été incubée avec du TMB 

(Interchim) et après ajout d’une solution d’acide sulfurique, l’absorbance à 450 nm est mesurée avec 
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un lecteur de plaques (Thermo LabSystems Inc.). Un lavage avec du PBS/Tween 0.1 % est réalisé 

entre chaque étape.   

8 Greffe de moelle compétitive et parabiose 

Des souris WT CD45.1/2+ de 12 semaines ont été léthalement irradiées avec 2 doses de 6 Gy à 3h 

d’intervalle. Deux heures après la deuxième irradiation, les souris ont reçu par voie intraveineuse 2 

millions de cellules de moelle comprenant des quantités équivalentes de cellules de moelle de souris 

CD45.1+ et de souris Ccr2-/-. Les souris ont été traitées aux antibiotiques (0.05 mg/ml dans l’eau de 

boisson, Baytril, Bayer) depuis la veille de l’irradiation jusqu’au sacrifice. Les nombres cellulaires ont 

été évalués 7, 14, 56 et 84 jours plus tard et le chimérisme a été évalué 56 et 84 jours après irradiation. 

Dans certaines expériences, ces souris chimères ont été instillées avec des CpG ou du LPS 7 jours 

avant l’analyse ou avec du clodronate 24h avant analyse. 

Les souris parabiontes ont été générées en suturant les peaux du flanc de souris WT CD45.1+ et 

Ccr2-/- CD45.2+ de même âge (6 semaines) et de même poids. Les souris ont été analysées 6 mois 

après la chirurgie. 

9 Evaluation de la prolifération cellulaire 

Un, 2 ou 3 jours après administration i.n. de CpG, des souris WT ou Ccr2-/- ont été injectées par 

voie i.p. avec de l’EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine, 1 mg dans 400 µl; Jena Bioscience). Les souris 

ont été sacrifiées 24h plus tard et l’incorporation d’EdU a été évaluée par cytométrie en flux. 

10  Western blot 

Cinq cent milles monocytes pulmonaires de souris Ccr2-/- ont été triés par FACS et cultivés dans 

du milieu RPMI supplémenté avec 10% de FBS, 0.1 mM d’acides aminés essentiels, 1 mM de 

pyruvate de sodium, 50 UI/mL de pénicilline G et 50 µg/mL de streptomycine sulfate et 0.5 mM de β-

mercapto-éthanol dans des plaques 12 puits. Les cellules ont été traitées avec ou sans ODN ou CpG 

(7µg/ml) pendant 30 minutes. Les cellules ont ensuite été récupérées, centrifugées et les culots ont été 

lysés dans du tampon de lyse RIPA (radioimmunoprecipitation assay) contenant 1 mM Na3VO4, 10 

mM NaF et des inhibiteurs de protéases (complete protease inhibitor, Roche Diagnostics). Les extraits 

protéiques ont été ajoutés à du tampon Laemmli, bouillis et soumis à une électrophorèse sur un gel 

polyacrylamide-SDS 10%. Le transfert a été réalisé sur une membrane polyvinyldiene difluoride pour 

western-blot. Afin d’éliminer le marquage aspécifique, les membranes ont été bloquées dans un 
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tampon Tris 20 mM, pH 7,5, 500 mM NaCl, 0,2% Tween 20 (TBS-Tween) et 5% de lait pendant 1h. 

Les membranes ont ensuite été incubées avec les anticorps de lapin anti-phospho-p44/42 MAPK 

(Erk1/2), anti-p44/42 MAPK (Erk1/2) ou anti-β-actine (1/1000 ; clone D6A8) (Cell Signaling 

Technology) overnight à 4°C puis rincées avec du TBS-Tween et incubées avec un anticorps de 

chèvre anti-lapin IgG conjugué à la HRP (1/5000 ; Kirkegaard & Perry Laboratories) pendant 60 min à 

température ambiante. Les résultats ont été visualisés à l’aide d’un kit ECL (Amersham) et d’une 

autoradiographie avec des films photographiques Fuji. 

11 Etude transcriptomique 

11.1  Obtention d’ARNm 

Des cellules Ly-6ChiCD64lo de souris WT et Ccr2-/-, des MA, MISS et MICpG de souris WT ont 

été triés par FACS directement dans du Trizol® (Life Technologies). L’ARN total a été purifié à l’aide 

du kit Direct-zol® (Zymo Research) suivant les recommandations de la firme. Pour chaque type 

cellulaire, l’ARN a été élué dans un volume total de 175 µl d’eau. L’ADN a été éliminé à l’aide du kit 

RNase-Free DNase Set (Qiagen) et les ARN ont ensuite été purifiés sur des colonnes RNeasy® Micro 

(Qiagen) avec une élution finale dans 50 µl d’eau. La quantité et qualité des ARN obtenus ont été 

vérifiées par analyse sur un Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) à l’aide du kit 

commercial Agilent RNA 6000 Pico Kit selon les instructions du fabricant. Pour tous les échantillons, 

les concentrations obtenues étaient d’environ 1ng/μl et leur paramètre de qualité, RNA Intergrity 

Number, était supérieur à 8. 

11.2  Microarray 

Pour chaque échantillon, des fragments d’ADN simple brin biotinylé ont été obtenus à partir 

de 1.5 ng d’ARN à l’aide du kit commercial GeneChip® WT Pico Reagent (Affymetrix) selon les 

recommandations du fournisseur. Les cibles fragmentées et marquées ont été hybridées aux puces 

Affymetrix « mouse gene 1.0 ST array » selon les protocoles standards d’Affymetrix. 

11.3  Analyses bioinformatiques 

Les microarrays ont été analysés en utilisant R (version 3.3.1) et Bioconductor. Les données 

ont été normalisées suivant la méthode Robust Multichip Average (RMA) du progiciel Oligo puis 

annotées à l’aide du progiciel mogene10sttranscriptcluster.db. 

L’analyse de l’expression différentielle entre les monocytes Ly-6Chi de souris Ccr2-/- et les 

monocytes Ly-6Chi de souris WT a été réalisée en utilisant le progiciel Limma (Linear Models for 
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Microarray Data) avec une P value ajustée < 0.05 et un Fold Change > 2 ou < 0.5 après avoir éliminé 

les sondes non annotées. L’analyse de l’expression différentielle entre les MISS et les MICpG a été 

réalisée de façon identique, à l’exception du seuil de la P value ajustée fixé à 0.05. 

Le graph volcano montrant les différences entre les monocytes Ly-6Chi de souris Ccr2-/- et les 

monocytes Ly-6Chi de souris WT a été obtenu en traçant le log2 (Fold change (FC)) sur l’axe des x et 

–log10 (P value ajustée) sur l’axe des y pour toutes les sondes y compris les non-annotées. Les 

heatmaps ont été générées avec les valeurs d’expression normalisées en utilisant la fonction heatmap.2 

du progiciel gplots. Une analyse PCA (Principal Component Analysis) a été réalisée en utilisant la 

fonction prcomp sur les valeurs d’expression normalisées des MA, MISS et MICpG. Les valeurs ont 

ensuite été portées en graphique tridimentionnel en utilisant la fonction plot3d du progiciel rgl. Les 

pourcentages montrés sur chaque axe indiquent le pourcentage de variabilité, le PC1 étant la 

composante qui capture la plus grande variabilité entre les échantillons. 

Afin d’identifier la signature biologique des MICpG en comparaison aux MISS, une analyse 

GSEA (Gene Set Enrichment Analysis, version 2.2.2) a été réalisée. Les données d’expression 

normalisées des MISS et des MICpG ont été utilisées pour classer les gènes des 2 types cellulaires avec 

la méthode « Diff_of_classes ». L’analyse d’enrichissement a ensuite été réalisée en utilisant des 

ensembles de gènes prédéfinis appelés « hallmark geneset » de la base de donnée MsigBD. 

Les données du microarray ont été déposées sur la base de données publique Array Express 

avec le numéro d’accès E-MTAB-4084 (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-

4084). 

12 RT-PCR en temps réel 

Des cellules Ly-6Chi de souris Ccr2-/-, des MA, MISS et monocytes spléniques de souris WT ont 

été triés par FACS directement dans du Trizol® (Life Technologies). L’ARN total a été isolé en 

utilisant le kit Direct-zol® (Zymo Research) suivant les recommandations de la firme. L’ADN 

complémentaire a été obtenu avec le kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher 

Scientific). Les RT-PCR en temps réel (qRT-PCR) ont été réalisées en duplica en utilisant ABsolute 

Blue qPCR SYBR Green ROX Mix (Thermo Fisher Scientific) et ABI 7900HT Fast Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems) dans les conditions suivantes : (1) dénaturation initiale à 95°C pendant 

15 min suivie par (2) 40 cycles de 15 sec à 60°C  et 1 min à 60°C. Les séquences d’amorces suivantes 

ont été utilisées : 5’-AGCTGAACATGAACGGCATCT-3’ et 5’- GATCGGCCAGCCATCTGA-3’ 

pour Tlr9, 5’-AGCCCAGTGTTACCACCAAG-3’ et 5’-ACCCAAGAACAAGCACAAGG-3’ pour le 

gène constitutif Ubc, 5’-CATGGCTCGCTCGGTGACC-3’ et 5’-AATGTGAGGCGGGTGGAACTG-

3’ pour le gène constitutif B2m, 5’-AGCTACTGTAATGATCAGTCAACG-3’ et 5’-
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AGAGGTCCTTTTCACCAGCA-3’ pour le gène constitutif Hprt. Le niveau d’expression de TLR9 a 

été normalisé par rapport aux 3 gènes contrôles (Ubc, B2m and Hprt) en utilisant le logiciel qBase+ 

(Biogazelle). 

13 Splénectomies 

Des souris Ccr2-/- ont été anesthésiées par injection i.p. de ketamine (75 mg kg-1), xylazine (10 

mg kg-1) et buprenorphine (0.05 mg kg-1). Une incision transversale a été réalisée sur le côté inférieur 

gauche des souris afin d’exposer la rate. La rate a été réséquée, les vaisseaux ont été cautérisés et 

l’incision a été suturée. Les souris contrôle ont subi la même procédure mais leur rate n’a pas été 

enlevée.  

14 Chemokine array 

Des souris WT anesthésiées légèrement à l’isoflurane ont été instillées par voie i.n. avec 50 µl de 

solution saline ou 50 µl de solution saline contenant des CpG (50 µg) ou du LPS (10 µg). Huit heures 

plus tard, les souris ont été sacrifiées et les poumons ont été récupérés sans être perfusés. Les poumons 

ont été homogénéisés avec un homogénéisateur UltraTurrax (IKA) dans 2 ml de solution saline 

contenant un inhibiteur de protease (Roche Diagnostics). Les échantillons ont été centrifugés pendant 

10 minutes à 16,000 g et la présence de diverses chémokines dans les surnageants a été évaluée à 

l’aide d’un chemokine antibody array (Abcam) selon les instructions de la firme. Les membranes ont 

été développées et digitalisées pour analyse avec ImageJ. La densité de chaque point a été mesurée et 

les moyennes obtenues pour chaque chémokine ont été normalisées aux points de référence de la 

membrane.   

15 Inhibition des chémokines 

Des souris ont été injectées par voie i.p. avec des anticorps neutralisants anti-CCL2 (200 µg), 

anti-CCL5 (50 µg ; clone 53405), anti-CCL9 (50 µg ; clone 62105) (R&D Systems) ou une 

combinaison des 3, 30 minutes avant l’administration i.n. de CpG. Des souris contrôles ont reçu les 

isotypes contrôles appropriés et provenant de la même firme. Les nombres de monocytes du poumon 

et de MICpG ont été analysés 1 et 7 jours après l’administration de CpG respectivement. 
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16 Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant R (version 3.2.4). Les données provenant 

d’expériences indépendantes ont été poolées pour les analyses sauf indication contraire. Les données 

brutes ont été transformées si nécessaire. La distribution normale des données et l’homoscédasticité a 

été vérifiée avec des graphiques diagnostiques. Nous avons considéré une P-value inférieure à 0,05 

comme significative. *, P<0.05; **, P<0.01, ***, P<0.001; ns, non significatif. 
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Section expérimentale - Résultats 

1 Visualisation des monocytes et macrophages 

pulmonaires murins 

1.1 Stratégie de cytométrie en flux simplifiée pour identifier les 

monocytes et macrophages pulmonaires 

Les stratégies actuelles utilisées en cytométrie en flux pour visualiser les monocytes et 

macrophages pulmonaires étant assez complexes (Jakubzick et al., 2013), nous avons dans un premier 

temps mis au point un marquage de cytométrie en flux simplifié. A partir de cellules pulmonaires 

enrichies en cellules mononuclées et provenant de poumons perfusés de souris WT naïves, nous avons 

après exclusion des doublets, sélectionné les cellules vivantes, exprimant le marqueur leucocytaire 

CD45 et positives pour le marqueur F4/80, caractéristique des monocytes et macrophages murins 

(figure 11A). Nous avons identifié les MA comme de grandes cellules (FSChi) F4/80+ 

autofluorescentes, présentes dans les alvéoles et qui expriment les marqueurs CD11c, SiglecF, CD64, 

Mertk et CD169 (figure 11A-D). Les éosinophiles pulmonaires résidents exprimant le F4/80 (Mesnil 

et al., 2016) ont été exclus sur base de leur forte granulosité (SSChi). Les cellules CD45+ F4/80+ 

restantes ont ensuite été séparées en 3 populations sur base de leur expression de 2 marqueurs 

caractéristiques de monocytes et de macrophages, Ly-6C (Geissmann et al., 2003) et CD64 (Gautier et 

al., 2012) respectivement (figure 11A). Les cellules Ly-6ChiCD64lo ont été identifiées comme des 

monocytes classiques sur base de leur morphologie monocytaire (figure 11B), de leur expression de 

marqueurs typiques de monocytes classiques (Ly-6ChiCCR2+CX3CR1intCD62L+) (figure 11D) et de 

leur nombre fortement diminué dans des souris Ccr2-/- (figure 11E), dans lesquelles la sortie de la 

moelle des monocytes classiques est compromise (Serbina and Pamer, 2006). Les cellules Ly-

6CloCD64lo possédaient également une morphologie monocytaire (figure 1B), exprimaient des 

marqueurs caractéristiques des monocytes patrouilleurs (Ly-6CloCCR2loCX3CR1hiCD62L-) (figure 

11D) et étaient fortement réduits dans les souris déficientes pour le facteur de transcription NR4A1 

(figure 11E) qui contrôle la différenciation et la survie des monocytes patrouilleurs (Hanna et al., 

2011), démontrant que ces cellules étaient des monocytes patrouilleurs. Finalement les cellules Ly-

6CloCD64hi ont été identifiées comme des MI. Ces cellules étaient en effet absentes du liquide de 

lavage bronchoalvéolaire (figure 11C) et exprimaient les marqueurs de surface MHC-II et les 

marqueurs de macrophages Mertk et CD169 (figure 11D). 
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Figure 11. Identification des populations de monocytes et macrophages du poumon. (A) Stratégie de 
gating. (B) Photos des différentes populations triées par FACS suivant la stratégie de gating de (A). 
(C) Analyse à l’état basal des cellules CD45+ du LLBA en utilisant la stratégie de gating de (A). Plus 
de 90% des cellules ont été identifiées comme des MA. (D et E) phénotype de surface (D) et nombre 
absolus (E) des populations indiquées provenant de poumons de souris WT, Ccr2-/- et Nr4a1-/-. Les 
données montrées en (A)-(D) proviennent d’une souris parmi un groupe d’au moins 6 souris d’au 
moins 3 expériences différentes. Les données montrées en (E) représentent la moyenne +SEM de 3 
expériences indépendantes groupées (n=6-10 par groupe). Les p value ont été calculées avec une 
ANOVA à 1 facteur suivie d’un test de Tukey (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ns, non significatif). 
Barres d’échelles = 10 µm. LLBA, liquide de lavage broncho-alvéolaire.  
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Les MI étaient déjà présents à la naissance (figure 12A), exprimaient de faibles niveaux de 

CCR2 et leurs nombres ne variaient pas dans des souris Nr4a1-/- et Ccr2-/- adultes (âgées de 6 à 10 

semaines) en comparaison à des souris WT (figure 11E). Toutefois, leurs nombres étaient 

significativement réduits dans des souris Ccr2-/- d’un an par rapport à des souris WT contrôles du 

même âge (figure 12B) suggérant que les MI représentent une population hétérogène et partiellement 

maintenue par les monocytes classiques chez l’adulte comme rapporté par certains (Tan and Krasnow, 

2016). Afin de tester cela, les peaux du côté latéral de souris WT CD45.1+ et Ccr2-/- CD45.2+ ont été 

suturées ensemble pendant 6 mois afin d’établir une communication vasculaire et l’enrichissement en 

cellules du partenaire WT dans les souris Ccr2-/- a été analysé (figure 12C). Les souris parabiontes ont 

échangé efficacement leur circulation comme en témoigne le pourcentage d’enrichissement de cellules 

WT CD45.1+ parmi les lymphocytes B sanguins qui a atteint 50%. A l’inverse, comme CCR2 est 

requis pour la sortie des monocytes de la moelle, les monocytes WT CD45.1+ constituaient plus de 

90% des monocytes présents dans le sang des souris Ccr2-/-. Les MA ne se sont pas enrichis en cellules 

WT confirmant que ces cellules peuvent se renouveler par prolifération locale à l’état basal 

(Hashimoto et al., 2013). Cependant, 35% du pool de MI était constitué de cellules du partenaire WT 

après 6 mois de parabiose, supportant le fait que les MI sont en partie repeuplés par des monocytes 

sanguins circulants chez l’adulte, une caractéristique qu’on retrouve également chez les macrophages 

régulateurs des intestins (Bain et al., 2014). 

 

Figure 12. Nombres et CCR2 dépendance des MI au cours du temps. (A-B) Nombres absolus de MI 
provenant (A) de souris WT à différents moments après la naissance et (B) de souris WT et Ccr2-/-  
âgées de 1 an. (C) Des souris WT et Ccr2-/- ont été suturées ensemble pendant 6 mois et le pourcentage 
d’enrichissement de cellules du partenaire WT chez l’hôte Ccr2-/- est montré. Les données montrées 
représentent les moyennes +SEM et proviennent (A-B) de 2 expériences indépendantes groupées 
(n=4-9 par groupe) ou (C) des données poolées de 2 paires de parabiontes. Les p value ont été 
calculées avec (A) une ANOVA à 1 facteur suivie d’un test de Tukey ou (B) un test t de Student 
(**p<0.01; ns, non significatif). 
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La production d’IL-10 par les MI a été quantifiée in vivo par l’utilisation de souris ITIB IL-10 

rapportrices (figure 13A,B) et ex vivo par ELISA (figure 13C,D). Ces deux techniques ont confirmé 

la production constitutive d’IL-10 par les MI, qui étaient les principales cellules productrices d’IL-10 à 

l’état basal parmi les monocytes/macrophages du poumon (figure 13A-C). Des ELISA réalisés sur des 

MI Myd88-/- et TLR9-/- ont révélé que cette production d’IL-10 était dépendante de Myd88 et 

indépendante de TLR9, en accord avec la littérature (Kawano et al., 2016) et le fait que le LPS, dont la 

voie de signalisation implique Myd88, favorise la production d’IL-10 par les MI à l’état basal (figure 

13D) (Bedoret et al., 2009). La stimulation in vitro des MI avec du LPS ou des CpG a augmenté leur 

capacité à produire de l’IL-10 d’une façon dépendante de Myd88 ou de Myd88 et TLR9 

respectivement (figure 13D). 

 
Figure 13. Production d’IL-10. (A-B) Graphs montrant l’expression de l’IL-10 à l’état basal évaluée 
par la détection d’une fluorescence à 450 nm (produit fluorescent bleu du substrat CCF4) émise par 
des cellules contenant du CCF4 et isolées de souris ITIB IL-10 rapportrices ou WT contrôles. (A) 
Densitogrammes où les nombres indiquent le pourcentage de cellules IL-10+ dans les populations 
cellulaires. (B) Pourcentage des cellules IL-10+ dans les populations cellulaires. (C-D) Concentration 
en IL-10 dans des surnageants de culture de cellules triées par FACS. (C) Concentration basale 
provenant cellules isolées de souris WT. (D) IL-10 produite par des MI isolés de souris WT, Tlr9-/- ou 
Myd88-/- stimulés au LPS (10 ng/ml) ou aux CpG (7 µg ml) pendant 16h. Les données montrées en (A) 
proviennent d’1 souris représentative d’un groupe d’au moins 5 souris provenant d’au moins 2 
expériences indépendantes, chacune donnant des résultats similaires. Les données représentées en 
(B)-(D) constituent les moyennes +SEM et proviennent d’une expérience parmi (B-C) 3 ou (D) 2 
expériences indépendantes. Les p value ont été calculées avec une ANOVA (B-C) à 1 facteur ou (D) à 
2 facteurs suivie d’un test de Tukey (***p<0.001; ns, non significatif). 
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La même stratégie de gating a également été utilisée sur des souris allergiques au HDM  et des 

populations cellulaires similaires ont été observées (figure 14).  

 

 
Figure 14. Stratégie de gating chez des souris allergiques au HDM. Stratégie de gating identifiant 
les monocytes et macrophages de poumons murins montrée à la figure 11A appliquée au jour 17 à des 
souris ayant reçu 3 instillations i.n. hebdomadaires d’une solution saline (PBS, 50 µl) ou de HDM 
(100 µg dans 50 µl). Les résultats proviennent d’une souris représentative d’un groupe de 6 souris 
provenant de 3 expériences indépendantes, chacune fournissant des résultats similaires. 

 

 

 

Cette stratégie simplifiée nous a permis d’identifier 4 population de monocytes/macrophages 

associés au poumon : les MA, les MI, les monocytes classiques et les monocytes patrouilleurs. 
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1.2 Identification d’une population de monocytes tissulaires 

Malgré la perfusion des poumons avec une solution saline, nous avons observé au niveau du 

poumon deux populations de cellules monocytaires normalement localisées dans la circulation 

sanguine. Afin de déterminer quelles cellules sont réellement localisées dans le tissu pulmonaire et ne 

sont pas associées aux vaisseaux sanguins, nous avons déplété les cellules phagocytaires des vaisseaux 

sanguins en injectant des liposomes de clodronate (Clo-Lips) par voie intraveineuse 24h avant 

l’analyse (figure 15A). Ce traitement n’a eu aucun impact sur le nombre de MA ni de MI (figure 15B) 

confirmant leur localisation tissulaire. Les monocytes patrouilleurs ont été efficacement déplétés ainsi 

qu’une partie (environ 60%) des monocytes classiques (figure 15B), démontrant que la plupart des 

monocytes, à l’exception d’une partie des monocytes Ly-6Chi étaient associés au système vasculaire 

pulmonaire. En accord avec ces résultats, l’injection intraveineuse d’un anticorps anti-CD45 couplé à 

un fluorochrome, nous a indiqué que les MA, les MI et seulement une fraction de monocytes Ly-6Chi 

étaient réellement localisés dans le tissu pulmonaire car ils n’avaient pas été marqués avec l’anticorps 

injecté in vivo (figure 15C,D). Un immunomarquage anti-Ly-6C sur des sections pulmonaires de 

souris WT traitées aux Clo-Lips et de souris Ccr2-/- a également confirmé que des cellules Ly-6C+ 

étaient localisées dans le parenchyme pulmonaire (figure 15E). 

L’injection de Clo-Lips à des souris Ccr2-/- n’a pas affecté la quantité de monocytes Ly-6Chi 

dont les nombres (figure 15B) et la localisation (figure 15B,E) étaient similaires à ceux des souris 

WT traitées avec des Clo-Lips, indiquant que ces monocytes s’établissent dans le poumon 

indépendamment de CCR2. Ces monocytes étaient également déjà présents à la naissance car ils ont 

été identifiés en proportion identique dans des poumons de souris âgées de 3 jours (figure 15F).  
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Figure 15. Identification des monocytes pulmonaires. (A) Chronologie expérimentale pour les 
données de (B). (B) Nombres absolus des populations indiquées de poumons de souris WT et Ccr2-/- 
traitées par voie i.v. avec des PBS-Lips ou Clo-Lips. (C) Chronologie expérimentale pour les données 
de (D). Des anticorps couplés à l’APC ont été administrés par voie i.v. 3 minutes avant euthanasie et 
les populations indiquées ont été analysées par cytométrie en flux. (D) Dot plots représentatifs 
montrant la liaison des anticorps anti-CD45 administrés in vivo et ex vivo sur les populations 
indiquées. (E) Immunomarquage anti-Ly-6C de sections pulmonaires de souris WT et Ccr2-/- traitées 
avec des Clo-Lips. (F) Nombres absolus de monocytes pulmonaires de souris Ccr2-/- à différents temps 
après la naissance. Les données montrées en (B-F) sont groupées à partir d’au moins 2 expériences 
indépendantes et représentent les moyennes +SEM (n=4-10 par groupe). Les données montrées en (D-
E) proviennent d’une souris représentative d’un groupe d’au moins 5 souris provenant d’au moins 2 
expériences indépendantes, chacune fournissant des résultats similaires. Les p value ont été calculées 
avec une ANOVA (F) à 1 facteur ou (B) à 2 facteurs suivie d’un test de Tukey (***p<0.001; ns, non 
significatif). 
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Afin d’évaluer si ces monocytes localisés dans le tissu pulmonaire représentent une population 

distincte des monocytes sanguins CCR2 dépendants classiques, nous avons réalisés une comparaison 

transcriptomique des monocytes Ly-6Chi récupérés à partir de poumons perfusés de souris WT 

(constitués d’environ 60% de monocytes classiques CCR2 dépendants et 40% de monocytes du tissu 

pulmonaire) et de souris Ccr2-/- (constitués de plus de 95% de monocytes du tissu pulmonaire). Cette 

analyse n’a révélé qu’un seul gène différentiellement exprimé, Ccr2 (figure 16A,B), montrant que les 

monocytes du tissu pulmonaire correspondent parfaitement aux monocytes classiques Ly-6Chi. 

 

 
Figure 16. Analyse transcriptomique des monocytes tissulaires. (A) Résumé des gènes 
différentiellement exprimés (DE) (P<0.05, FC>2) montrant les gènes DE en rouge dans le graph 
volcano et le nombre total de gènes DE au milieu de la flèche bidirectionnelle. (B) Heatmap indiquant 
l’expression relative des gènes DE des marqueurs membranaires montrés à la figure 11D.  

 

 

 

 

Il existe une population de monocytes CCR2 indépendants résidant dans le tissu pulmonaire et 

semblables aux monocytes classiques Ly-6Chi. Dans la suite de ce travail, ces monocytes CCR2 

indépendants résidants dans le tissu seront appelés monocytes pulmonaires. 
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2 Les CpG induisent une expansion des MI dépendante 
du TLR9 

 

Afin d’investiguer la plasticité des MI en dehors de l’homéostasie pulmonaire, nous avons étudié 

l’impact quantitatif et qualitatif d’une stimulation microbienne sur ces cellules. 

Nous avons tout d’abord confirmé l’expression de la plupart des TLRs sur les MI (figure 17A)  

avant d’évaluer comment une exposition locale à des PAMPs tels que divers ligands de TLRs ou une 

infection locale pourrait affecter quantitativement les MI (figure 17B). Bien que différents PAMPs, y 

compris le LPS, étaient capables de significativement expandre les MI, les CpG étaient de loin les plus 

puissants à augmenter le nombre de MI 1 semaine après le traitement i.n. (augmentation de 42.5 fois 

avec une moyenne de 1.7 millions de cellules après traitement) (figure 17C,D). A l’inverse, une 

infection pulmonaire au virus influenza A (PR8) ou à Streptococcus pneumoniae n’a pas eu d’effet 

significatif sur le nombre de MI 7 jours après infection (figure 17E). Par ailleurs les nombres de MA 

sont restés inchangés après le traitement aux CpG et ont été augmentés modérément après traitement 

au LPS (figure 17F). 

L’augmentation très importante de MI était dépendante de TLR9 car elle n’a pas été observée 

dans des souris Tlr9-/- ayant reçu le même traitement (figure 17G) et a perduré jusqu’à 8 semaines 

après l’administration de CpG (figure 17H). L’administration de CpG par voie systémique (i.e. s.c. ou 

i.p.) a également induit une expansion du pool de MI bien que de moindre ampleur (figure 17I). De 

plus, une petite fraction de MI a été observée au niveau du LLBA de souris 7 jours après traitement 

aux CpG (figure 17J,K). 
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Figure 17. Quantification et localisation des MI et MA suite à une stimulation microbienne. (A) 
Heatmap de l’expression relative des Tlr sur des monocytes pulmonaires isolés de souris Ccr2-/- et des 
MA et des MI isolés de souris WT. (B) Chronologie expérimentale des données montrées en (C-F). (C-
D) Nombres absolus de MI de poumons de souris WT 7 jours après stimulation i.n. avec (C) les doses 
indiquées ou (D) 5 nmol de ligands de TLR. (E) Nombres absolus de MI de poumons de souris WT 7 
jours après infection i.n. avec le virus influenza A (souche PR8) ou S. pneumoniae (serotype 1). (F) 
Nombres absolus de MA de poumons de souris WT 7 jours après stimulation i.n. avec les ligands de 
TLR indiqués ou une infection i.n. avec le virus influenza A ou S. pneumoniae. (G) Nombres absolus 
de MI de poumons de souris WT et Tlr9-/- avant et 7 jours après injection i.n. de CpG. (H) Nombres 
absolus de MI de souris WT avant et 7 ou 63 jours après instillation i.n. de CpG. (I) Des souris WT 
ont été injectées par voie s.c. ou i.p. avec 50 µg de CpG. Sept jours plus tard les nombres de MI ont 
été déterminés et comparés aux souris analysées avant traitement. (J) Dot plots représentatifs des 
cellules CD45+ du LLBA en utilisant la technique de gating montrée à la figure 11A. Les nombres 
indiquent les % de cellules parmi les cellules CD45+ du LLBA. (K) Nombres absolus de MI du LLBA 
et du poumon. Les données représentées en (C-G,I) constituent les moyennes +SEM et proviennent 
d’au moins 2 expériences indépendantes (n=4-12 par groupe). Les données montrées en (H,K) 
représentent les moyennes +SEM et proviennent d’une expérience représentative de 2 expériences 
indépendantes (n=4 par groupe). Les p value ont été calculées avec une ANOVA (C-G,I) à 1 facteur 
ou (G) à 2 facteurs suivie d’un test de Tukey ou (K) avec un test t de Student (*p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001; ns, non significatif). PFU, plaque-forming units; CFU, colony-forming units; J, jour; 
LLBA, liquide de lavage broncho-alvéolaire. 
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Nous avons comparé les profils d’expression de gènes entre les MI induits par les CpG 

(MICpG) et les MI de l’état basal (MISS). Une analyse PCA (Principal-component analysis) a révélé 

que les MICpG sont plus proches des MISS que des MA mais 285 gènes étaient régulés différemment 

entre les MICpG et les MISS (FC > 2, p < 0.01) (figure 18A). Parmi les gènes surexprimés dans les 

MICpG, une analyse GSEA (gene-set enrichment analysis) a révélé un enrichissement significatif des 

gènes impliqués dans l’activation et la différenciation des macrophages tels que les cibles de c-MYC 

(Aziz et al., 2009) ou des gènes surexprimés suite à l’activation de la voie de signalisation mTORC1 

ou NOTCH (Covarrubias et al., 2016; Monsalve et al., 2009) (figure 18B). 

 
Figure 18. Analyse transcriptomique des MIss et MICpG. (A) Analyse PCA  comparant les MIss, MICpG 
et MA. Les pourcentages indiquent la variabilité capturée par chaque composante. (B) Analyse GSEA 
entre les MICpG et des ensembles de gènes définis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 4  Résultats 

74 
 

L’analyse phénotypique des MICpG a révélé que l’expression protéique de divers marqueurs de 

surface était comparable entre les MICpG et les MIss à l’exception de CD11b et de CD115 qui étaient 

surexprimés sur les MICpG et de CD62L, SiglecF et CD169 qui étaient diminués sur ces mêmes 

cellules. Le phénotype des MI induits par le LPS (MILPS) était cependant comparable à celui des MIss 

(figure 19). 

 
Figure 19. Phénotype de surface des MI suite à une exposition au LPS et CpG. Phénotype de 
surface des MI pulmonaires à l’état basal (MIss) ou 7 jours après traitement i.n. au LPS (MILPS) ou 
aux CpG (MICpG). Les données proviennent d’une souris représentative d’un groupe d’au moins 6 
souris d’au moins 3 expériences différentes, chacune donnant des résultats similaires.  
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Fonctionnellement, en comparaison aux MISS, les MICpG ont montré un profil 

hypersuppresseur. En effet, l’étude de la production d’IL-10 par ces cellules a indiqué que le nombre 

de cellules IL-10+ parmi les MICpG était augmenté de 55 fois suite au traitement aux CpG. De plus le 

niveau d’expression de l’IL-10 était également plus important, menant à une augmentation globale de 

550 fois pour la quantité d’IL-10 dérivée de MI dans les poumons après traitement aux CpG. La 

stimulation au LPS n’a pas induit de profil aussi suppresseur (figure 20).  

 
Figure 20. Production d’IL-10 par les MI suite à une exposition au LPS et CpG. (A-B) Graphs 
montrant l’expression de l’IL-10 évaluée par la détection d’une fluorescence à 450 nm (produit 
fluorescent bleu du substrat CCF4) émise par des cellules contenant du CCF4 et isolées de souris 
ITIB IL-10 rapportrices ou WT contrôles. (A) Densitogrammes où les nombres indiquent le 
pourcentage de cellules IL-10+ dans les populations cellulaires. (B) Pourcentage (gauche), nombres 
(milieu) et moyenne d’intensité de fluorescence (MFI, droite) des cellules IL-10+ dans les populations 
cellulaires. Les données montrées en (A) proviennent d’1 souris représentative d’un groupe d’au 
moins 6 souris provenant de 2 expériences indépendantes, chacune donnant des résultats similaires 
Les données en (B) représentent les moyennes +SEM et proviennent d’une expérience représentative 
de 2 expériences indépendantes (n=3-4 par groupe). Les p value ont été calculées avec une ANOVA à 
1 facteur suivie d’un test de Tukey (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ns, non significatif). 

 

 

Ces données indiquent que les MI s’expandent spécifiquement en réponse aux CpG et que les 

MICpG acquièrent des caractéristiques transcriptomiques, phénotypiques et fonctionnelles 

différentes des MISS. 
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3 Les MI induits par les CpG protègent d’une 

sensibilisation à l’encontre d’allergènes inhalés 

Comme les CpG sont connus pour avoir des effets protecteurs sur la sensibilisation allergique, 

nous avons émis l’hypothèse que le profil hypersuppresseur des MICpG pourrrait contribuer à cette 

protection à l’encontre du développement d’allergies respiratoires.  

Tout d’abord, nous avons développé un modèle murin de prévention d’asthme basé sur un 

traitement aux CpG durant lequel des souris WT sont exposées par voie i.n. à des CpG 7 jours avant 2 

instillations hebdomadaire de 100 µg de HDM (figure 21A). Ce régime d’exposition au HDM dépasse 

les fonctions régulatrices des MI à l’état basal étant donné que 100% des souris WT exposées au HDM 

développent de l’hyperréactivité bronchique (HRB) (figure 21B), de l’éosinophilie au niveau du 

liquide de lavage bronchoalvéolaire (LLBA) (figure 21C), une réponse Th2 spécifique du HDM dans 

les ganglions lymphatiques (figure 21D), de l’inflammation péribronchique et une production accrue 

de mucus (figure 21G,H) tout comme une augmentation de l’activation des CDs pulmonaires (figure 

21F) et de la migration des CDs jusqu’aux ganglions (figure 21E). Dans ce modèle, une pré-

exposition aux CpG induit une augmentation de la population des MICpG producteurs d’IL-10 (figure 

21I,J) et protège des souris WT mais pas Tlr9-/- des caractéristiques asthmatiques induites par le HDM 

et de l’activation des CDs (figure 21B-H).  
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Figure 21. Modèle murin de prévention d’asthme par les CpG. (A) Chronologie expérimentale. (B) 
Résistance dynamique des voies respiratoires suite à l’inhalation de méthacholine. (C) Nombres 
d’éosinophiles dans le LLBA. (D) Concentration en cytokines dans les surnageants de culture de 
cellules des ganglions (LN) bronchiques restimulés avec du HDM. (E) Quantification de la migration 
des CDs  jusqu’au ganglion bronchique et (F) expression du MHCII et CD86 au jour 8. (G) Marquage 
H&E et PAS de sections pulmonaires et (H) quantification de la production de mucus avec le 
pourcentage de cellules caliciformes marquées au PAS par rapport au nombre total de cellules 
épithéliales. (I) Nombres de MICpG et (J) de MICpG IL-10+ au jour 0. Les données montrent les 
moyennes +SEM et (B-F,H) sont issues de 3 expériences indépendantes groupées (n=6-10 par 
groupe) ou (I,J) proviennent d’une expérience représentative de 2 expériences indépendantes. Les 
données montrées en (G) proviennent d’une souris représentative d’un groupe d’au moins 6 souris 
provenant d’au moins 2 expériences indépendantes. Les p value ont été calculées avec (B-F,H,I) une 
ANOVA à 1 facteur suivie d’un test de Tukey ou avec (J) un test t de Student (*p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001; ns, non significatif). Barres d’échelle = 32 µm. HRB, hyperréactivité bronchique; LLBA, 
liquide de lavage broncho-alvéolaire; LN, ganglion (lymph node); H&E, Hématoxyline et éosine; 
PAS, Periodic Acid-Shiff. 

 

 



Chapitre 4  Résultats 

78 
 

Ensuite, afin de tester si les MICpG étaient suffisant afin de conférer cette protection, nous avons 

réalisé des expériences de transfert adoptif (figure 22A). L’HRB, l’éosinophilie, la réponse Th2 

spécifique au HDM, l’inflammation pulmonaire et la production de mucus étaient significativement 

réduites quand les MICpG isolés de poumons de souris WT traitées aux CpG étaient transférés avant 

l’exposition au HDM (figure 22B-F). Cette protection était spécifique aux MICpG et en particulier à 

l’IL-10 produite par les MICpG car les transferts de MA WT ou de MICpG Il-10-/- n’ont pas réussi à 

améliorer les caractéristiques allergiques (figure 22B-F). 

 

Figure 22. Contribution des MICpG pour la prévention de l’asthme expérimental. (A) Chronologie 
expérimentale. (B) Résistance dynamique des voies respiratoires suite à l’inhalation de méthacholine. 
(C) Nombres d’éosinophiles dans le LLBA. (D) Concentration en cytokines dans les surnageants de 
culture de cellules des ganglions (LN) bronchiques restimulés avec du HDM. (E) Marquage H&E et 
PAS de sections pulmonaires et (F) quantification de la production de mucus avec le pourcentage de 
cellules caliciformes marquées au PAS par rapport au nombre total de cellules épithéliales. Les 
données (B-D,F) sont issues de 3 expériences indépendantes groupées (n=6-10 par groupe) et 
montrent les moyennes +SEM ou (E) proviennent d’une souris représentative d’un groupe d’au moins 
6 souris provenant d’au moins 2 expériences indépendantes. Les p value ont été calculées avec une 
ANOVA à 1 facteur suivie d’un test de Tukey (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ns, non significatif). 
Barres d’échelle = 32 µm. HRB, hyperréactivité bronchique; LLBA, liquide de lavage broncho-
alvéolaire; LN, ganglion (lymph node); H&E, Hématoxyline et éosine; PAS, Periodic Acid-Shiff. 
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Ces résultats démontrent que les MI producteurs d’IL-10 sont essentiels pour les effets 

protecteurs des CpG envers une sensibilisation à des allergènes inhalés. 
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4 Les MIs induits par les CpG médient les effets 

immunothérapeutiques des CpG sur un asthme établi  

Les CpG ont déjà démontré leur efficacité dans l’atténuation d’un asthme établi dans des modèles 

animaux et des essais cliniques. Nous avons donc testé l’effet des MICpG dans un modèle d’asthme 

établi.  

Nous avons développé un modèle d’immunothérapie basé sur le traitement aux CpG de souris 

sensibilisées au HDM avant un challenge allergénique au HDM (figure 23A). Dans ce modèle, les 

CpG ont été plus efficaces pour l’augmentation de la population de MICpG producteurs d’IL-10 et la 

diminution de l’HRB, de l’inflammation éosinophilique, de la réponse TH2 spécifique au HDM, la 

production de mucus et l’activation des CDs que les ODN, caractéristiques non observées dans les 

souris Tlr9-/- (figure 23B-H).  
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Figure 23. Modèle murin d’immunothérapie d’asthme par les CpG. (A) Chronologie expérimentale. 
(B) Résistance dynamique des voies respiratoires suite à l’inhalation de méthacholine. (C) Nombres 
d’éosinophiles dans le LLBA. (D) Concentration en cytokines dans les surnageants de culture de 
cellules des ganglions (LN) bronchiques restimulés avec du HDM. (E) Quantification de la migration 
des CDs jusqu’au ganglion bronchique et (F) expression du MHCII et CD86 au jour 22. (G) 
Marquage H&E et PAS de sections pulmonaires et (H) quantification de la production de mucus avec 
le pourcentage de cellules caliciformes marquées au PAS par rapport au nombre total de cellules 
épithéliales. (I) Nombres de MICpG et (J) de MICpG IL-10+ au jour 21. Les données montrent les 
moyennes +SEM et (B-F,H) sont issues de 3 expériences indépendantes groupées (n=6-10 par 
groupe) ou (I,J) proviennent d’une expérience représentative de 2 expériences indépendantes. Les 
données montrées en (G) proviennent d’une souris représentative d’un groupe d’au moins 6 souris 
provenant d’au moins 2 expériences indépendantes. Les p value ont été calculées avec une ANOVA à 
1 facteur suivie d’un test de Tukey (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ns, non significatif). Barres 
d’échelle = 32 µm. HRB, hyperréactivité bronchique; LLBA, liquide de lavage broncho-alvéolaire; 
LN, ganglion (lymph node); H&E, Hématoxyline et éosine; PAS, Periodic Acid-Shiff. 
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De plus, les MICpG étaient suffisant pour conférer cette protection car le transfert adoptif de 

MICpG avant le challenge allergénique au HDM a fortement diminué l’allergie des voies respiratoires 

des souris sensibilisées, un effet non observé quand des MA ou MICpG Il-10-/- avaient été transférés 

(figure 24). 

 

Figure 24. Contribution des MICpG pour le traitement de l’asthme expérimental. (A) Chronologie 
expérimentale. (B) Résistance dynamique des voies respiratoires suite à l’inhalation de méthacholine. 
(C) Nombres d’éosinophiles dans le LLBA. (D) Concentration en cytokines dans les surnageants de 
culture de cellules des ganglions (LN) bronchiques restimulés avec du HDM. (E) Marquage H&E et 
PAS de sections pulmonaires et (F) quantification de la production de mucus avec le pourcentage de 
cellules caliciformes marquées au PAS par rapport au nombre total de cellules épithéliales. Les 
données (B-D,F) sont issues de 3 expériences indépendantes groupées (n=6-10 par groupe) et 
montrent les moyennes +SEM ou (E) proviennent d’une souris représentative d’un groupe d’au moins 
6 souris provenant d’au moins 2 expériences indépendantes. Les p value ont été calculées avec une 
ANOVA à 1 facteur suivie d’un test de Tukey (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ns, non significatif). 
Barres d’échelle = 32 µm. HRB, hyperréactivité bronchique; LLBA, liquide de lavage broncho-
alvéolaire; LN, ganglion (lymph node); H&E, Hématoxyline et éosine; PAS, Periodic Acid-Shiff. 
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L’expansion de MI producteurs d’IL-10 et les effets immunothérapeutiques induits par les 

CpG ont persisté jusqu’à 8 semaines après le traitement aux CpG (figure 25).  

 

Figure 25. Effets à long terme des CpG sur les nombres de MI et un asthme expérimental induit au 
HDM. (A) Chronologie expérimentale. (B) Résistance dynamique des voies respiratoires suite à 
l’inhalation de méthacholine. (C) Nombres d’éosinophiles dans le LLBA. (D) Concentration en 
cytokines dans les surnageants de culture de cellules des ganglions (LN) bronchiques restimulés avec 
du HDM. (E) Marquage H&E et PAS de sections pulmonaires et (F) quantification de la production 
de mucus avec le pourcentage de cellules caliciformes marquées au PAS par rapport au nombre total 
de cellules épithéliales. (G) Nombres de MICpG et (H) de MICpG IL-10+ aux jours 0, 21 et 70. Les 
données montrent les moyennes +SEM et (B) proviennent d’une expérience représentative de 3 
expériences indépendantes ou (C,D,F-H) sont issues d’au moins 2 expériences indépendantes 
groupées (n=6-12 par groupe). Les données montrées en (E) proviennent d’une souris représentative 
d’un groupe d’au moins 6 souris provenant d’au moins 2 expériences indépendantes. Les p value ont 
été calculées avec une ANOVA à 1 facteur suivie d’un test de Tukey (*p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001; ns, non significatif). Barres d’échelle = 32 µm. HRB, hyperréactivité bronchique; LLBA, 
liquide de lavage broncho-alvéolaire; LN, ganglion (lymph node); H&E, Hématoxyline et éosine; 
PAS, Periodic Acid-Shiff; J, jour. 
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De plus, une protection similaire induite par les MICpG a été observée dans un modèle d’asthme 

basé sur une sensibilisation systémique avec de l’OVA et de l’alun (figure 26). 

 

Figure 26. Contribution des CpG et MICpG dans un asthme expérimental induit à l’OVA. (A) 
Chronologie expérimentale. (B) Résistance dynamique des voies respiratoires suite à l’inhalation de 
méthacholine. (C) Nombres d’éosinophiles dans le LLBA. (D) Concentration en cytokines dans les 
surnageants de culture de cellules des ganglions (LN) bronchiques restimulés avec du HDM. (E) 
Quantification des IgE OVA-spécifiques du sérum. Les données proviennent d’une expérience 
représentative de 2 expériences indépendantes (n=4-6 par groupe) et montrent les moyennes +SEM. 
Les p value ont été calculées avec une ANOVA à 1 facteur suivie d’un test de Tukey (*p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001; ns, non significatif). HRB, hyperréactivité bronchique; LLBA, liquide de 
lavage broncho-alvéolaire; LN, ganglion (lymph node). 

 

 

 

 

Ces données indiquent que les CpG exercent leurs effets immunothérapeutiques via l’induction 

de MICpG producteurs d’IL-10 qui persistent jusqu’à 8 semaines après le traitement aux CpG. 
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5 Les CpG augmentent la population de MI 
principalement à partir de monocytes CCR2 
indépendants 
Au vu de la contribution cruciale des MICpG dans la prévention et le traitement de l’asthme dans 

nos modèles, nous avons ensuite voulu déterminer l’origine de ces macrophages. Dans les tissus 

adultes, les macrophages sont maintenus ou augmentent leur nombre suite à une prolifération locale ou 

à une différenciation à partir de monocytes classiques CCR2 dépendants dérivés de la moelle 

(Ginhoux and Guilliams, 2016).  

Tout d’abord, afin d’évaluer la capacité proliférative des MI, nous avons analysés l’incorporation 

d’EdU, un analogue de la thymidine, par les MI après traitement aux CpG. L’exposition aux CpG n’a 

pas augmenté le pourcentage de MI EdU+ que ce soit 1, 2 ou 3 jours après le traitement (figure 27), ne 

fournissant aucune preuve d’une prolifération locale des MI après traitement aux CpG.  

 

Figure 27. Analyse de la prolifération des MI en réponse aux CpG. L’incorporation par les MI 
d’EdU injecté par voie i.p. 24h avant chaque analyse a été évaluée 0, 1, 2 et 3 jours après traitement 
i.n. de CpG à des souris WT. Des cellules de moelle ont été utilisées comme contrôles. Les nombres 
indiquent le pourcentage de cellules EdU+ et les résultats proviennent d’une souris représentative 
d’au moins 5 souris issues de 2 expériences indépendantes. J, jour. 

 

Nous avons ensuite investigué l’hypothèse de précurseurs monocytaires CCR2 dépendants et 

pour cela nous avons quantifié les nombres de MICpG dans des souris Ccr2-/-. De façon étonnante, les 

nombres de MICpG étaient seulement légèrement diminués et de manière non significative dans les 

souris Ccr2-/- alors que les nombres de MILPS étaient fortement diminués (figure 28) supportant l’idée 

que les MICpG, contrairement aux MILPS, se développent principalement à partir de monocytes recrutés 

indépendamment de la moelle.  
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Figure 28. Nombres de MI dans des souris Ccr2-/- après exposition au LPS ou CpG. (A,B) Nombres 
absolus de MI dans des poumons de souris WT et Ccr2-/- avant et 7 jours après traitement (A) aux 
CpG (50 µg) ou au LPS (10 µg). Les données représentent les moyennes +SEM et proviennent de 3 
expériences indépendantes groupées (n=12-15 par groupe). Les p value ont été calculées avec une 
ANOVA à 2 facteurs suivie d’un test de Tukey (***p<0.001; ns, non significatif). J, jour. 

 

Afin de tester cette hypothèse, nous avons réalisé des expériences de compétition de greffe de 

moelle dans des souris CD45.1/2 irradiées léthalement puis greffées avec des cellules de moelle WT 

CD45.1+ et Ccr2-/- CD45.2+ en quantités égales (figure 29A). Huit semaines après la reconstitution, 

plus de 85% des monocytes sanguins Ly-6Chi étaient d’origine WT CD45.1+ alors que les lymphocytes 

B et les neutrophiles étaient reconstitués à partir d’autant de cellules WT CD45.1+ que de cellules 

Ccr2-/- CD45.2+ (figure 29C,D). Huit et 12 semaines après la greffe, les nombres de MA et de MI 

étaient comparables à ceux obtenus avant irradiation (figure 29B) et provenaient principalement de 

cellules donneuses WT CD45.1+ (figure 29C-E) montrant que la niche déplétée avait été repeuplée 

par des monocytes classiques CCR2 dépendants après irradiation. Sept jours après traitement aux 

CpG, une augmentation du nombre de MI a été observée dans les souris chimériques (figure 29B) et 

cette augmentation était associée à un enrichissement important en cellules donneuses Ccr2-/- CD45.2+ 

à un niveau comparable à celui observé dans les lymphocytes B sanguins, c’est-à-dire 100% de CCR2 

indépendance quand les souris ont été analysées 12 semaines après la greffe (figure 29C-E). Ces 

résultats démontrent que les MICpG proviennent de précurseurs CCR2 indépendants. Quand les souris 

chimériques ont été exposées au LPS, le chimérisme des MI n’a pas été sensiblement affecté et était 

similaire à celui des monocytes sanguins Ly-6Chi (figure 29C-E) démontrant que les MILPS 

proviennent de monocytes classiques dérivés de la moelle.  
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Figure 29. Niveau de CCR2 dépendance des MICpG et MILPS. (A) Chronologie expérimentale. (B) 
Nombres absolus des populations indiquées de macrophages avant (jour 0, J0) irradiation et 7, 14, 56 
et 84 jours après reconstitution de la moelle. (C) Dot plots montrant le pourcentage des cellules 
dérivées de moelle WT et Ccr2-/- et des cellules de l’hôte radiorésistantes dans les différentes 
populations indiquées. (D) Pourcentages de chimérisme des cellules dérivées de moelle et des cellules 
de l’hôte radiorésistantes dans les populations cellulaires indiquées. (E) Diagrammes circulaires 
illustrant la moyenne des nombres absolus (surface) et la CCR2 indépendance (aire hachurée) des 
populations cellulaires indiquées. (E,F) Les pourcentages de chimérisme et la CCR2 indépendance 
des lymphocytes B, neutrophiles (i.e., 50% de chimérisme et 100% de CCR2 indépendance) et 
monocytes (i.e., ≈10% de chimérisme et ≈20% de CCR2 indépendance) sanguins ont été utilisés 
comme contrôles. Les données (B,D) sont issues d’au moins 2 expériences indépendantes groupées 
(n=6-15 par groupe) et montrent les moyennes +SEM ou (C) proviennent d’une souris représentative 
d’un groupe d’au moins 6 souris provenant d’au moins 2 expériences indépendantes. Les p value ont 
été calculées avec une ANOVA à 1 facteur suivie d’un test de Tukey (***p<0.001; ns, non significatif). 
J, jour. 
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Tous ces résultats supportent le fait que les MICpG ne proviennent pas d’une prolifération locale 

ni d’une différenciation substantielle de monocytes classiques dérivés de la moelle et CCR2 

dépendants mais proviennent plutôt de cellules CCR2 indépendantes. 
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6 Les monocytes pulmonaires et spléniques sont les 
précurseurs des MICpG  

6.1 Différenciation des MICpG  à partir de monocytes pulmonaires  

Nous avons identifié des monocytes pulmonaires CCR2 indépendants situés dans le 

parenchyme pulmonaire (figure 30A et figure 15). Etant donné que l’expansion des MI en réponse 

aux CpG était principalement CCR2 indépendante, nous avons émis l’hypothèse que les monocytes 

pulmonaires pourraient agir comme réservoir local et donner naissance aux MICpG.  

Tout d’abord, nous avons validé la CCR2 indépendance des monocytes pulmonaires en réalisant 

des expériences de parabiose et de compétition de greffe de moelle.  

Dans les expériences de parabiose, des souris WT CD45.1+ et Ccr2-/- CD45.2+ ont été capables 

d’échanger leur circulation sanguine pendant 6 mois et l’enrichissement en cellules WT et Ccr2-/- du 

partenaire dans la souris hôte Ccr2-/- et WT respectivement a été analysé 24h après une injection i.v. de 

Clo-Lips. Au niveau des monocytes pulmonaires, un enrichissement comparable en cellules du 

partenaire a été observé dans les souris WT et Ccr2-/- (figure 30B) indiquant que ces cellules se 

régénèrent continuellement à partir de cellules circulantes indépendamment de CCR2.  

Dans les expériences de compétition de greffe de moelle, des souris CD45.1/2 ont été irradiées 

léthalement puis greffées avec des cellules de moelle WT CD45.1+ et Ccr2-/- CD45.2+ en quantités 

égales et les souris ont été analysées 8 et 12 semaines plus tard, 24h après une injection i.v. de Clo-

Lips (figure 30C). Les nombres de monocytes pulmonaires étaient comparables à ceux obtenus avant 

irradiation (figure 30D) et étaient repeuplés avec des cellules greffées CCR2 indépendantes (figure 

30E-G) confirmant les résultats obtenus avec les souris parabiontes. 



Chapitre 4  Résultats 

90 
 

 

Figure 30. CCR2 indépendance des monocytes pulmonaires. (A) Dot plots des monocytes classiques 
(Ly-6Chi), monocytes patrouilleurs (Ly-6CloCD64lo) et des MI (Ly-6CloCD64hi) associés au poumon 
dans les groupes indiqués (même stratégie de gating qu’à la figure 11A). Le gate en bleu représente 
les monocytes pulmonaires et les nombres indiquent les pourcentages de cellules dans chaque 
population. (B) Analyse de souris parabiontes WT-Ccr2-/- âgées de 6 mois 24h après traitement i.v. de 
Clo-Lips. Le pourcentage d’enrichissement en cellules du partenaire dans chaque hôte est montré. (C) 
Chronologie expérimentale des données montrées en (D-G). Les souris chimériques ont été analysées 
au jour 56 et 84, 24h après injection i.v. de Clo-Lips. (D) Nombres absolus des monocytes 
pulmonaires avant (jour 0, J0) irradiation et 7, 14, 56 et 84 jours après reconstitution de la moelle. 
(E) Dot plots montrant le pourcentage des cellules dérivées de moelle WT et Ccr2-/- et des cellules de 
l’hôte radiorésistantes dans les différentes populations indiquées. (F) Pourcentages de chimérisme des 
cellules dérivées de moelle et des cellules de l’hôte radiorésistantes dans les populations cellulaires 
indiquées. (G) Diagrammes circulaires illustrant la moyenne des nombres absolus (surface) et la 
CCR2 indépendance (aire hachurée) des populations cellulaires indiquées. (F,G) Les pourcentages de 
chimérisme et la CCR2 indépendance des lymphocytes B, neutrophiles (i.e., 50% de chimérisme et 
100% de CCR2 indépendance) et monocytes (i.e., ≈10% de chimérisme et ≈20% de CCR2 
indépendance) sanguins ont été utilisés comme contrôles. Les résultats montrés en (A,E) proviennent 
d’une souris représentative d’au moins 6 souris issues de 3 expériences indépendantes. Les données 
montrées en (B,D,F) représentent les moyennes +SEM et proviennent (D,F) d’au moins 2 expériences 
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indépendantes groupées (n=6-15 par groupe) ou (B) des données poolées de 2 paires de parabiontes. 
Les p value ont été calculées avec une ANOVA à 1 facteur suivie d’un test de Tukey (***p<0.001; ns, 
non significatif). J, jour. 

 

Nos données sont compatibles avec l'idée qu'une relation précurseur - produit pourrait exister 

entre les monocytes pulmonaires et les MICpG. Lorsque nous avons analysé les cinétiques d’apparition 

des MICpG in vivo, nous avons observé une différenciation des cellules Ly-6ChiCD64lo en Ly-

6CloCD64hi dans des souris WT et Ccr2-/- (figure 31). Avec l’acquisition progressive du CD64 et la 

perte subséquente du Ly-6C, les dot plots Ly-6C/CD64 montrent comme un déversement des cellules 

Ly-6ChiCD64lo en Ly-6CloCD64hi, suggérant que les monocytes pulmonaires pourraient donner 

naissance aux MICpG. 

 

Figure 31. Cinétique d’apparition des MICpG in vivo. Dot plots du profil d’expression Ly-6C/CD64 
des cellules F4/80+ après exclusion des MA et des éosinophiles résidents de poumons de souris WT et 
Ccr2-/- 0, 1, 3 et 7 jours après traitement i.n. aux CpG indiquant un déversement des cellules Ly-
6ChiCD64lo en Ly-6CloCD64hi au cours du temps. Les données proviennent d’une souris représentative 
d’un groupe d’au moins 6 souris provenant d’au moins 3 expériences indépendantes. J, jour. 

 

Nous avons ensuite testé si les monocytes pulmonaires pouvaient répondre aux CpG et se 

différencier en cellules semblables aux MI ex vivo. Des qRT-PCR ont révélé que les monocytes 

pulmonaires triés par FACS exprimaient plus fortement le Tlr9 que les MA ou les MI (figure 32A). 

De plus, ces cellules étaient capables de répondre aux CpG comme montré par l’augmentation de la 

phosphorylation des MAP kinases Erk dans ces cellules après exposition aux CpG (figure 32B) 

(Häcker et al., 1999). Le traitement ex vivo des monocytes pulmonaires aux CpG a favorisé leur survie 

et déclenché le même déversement au cours du temps que le traitement in vivo (figure 32C,D), un 

phénomène dépendant de TLR9 car il n’a pas été observé suite au traitement aux CpG ex vivo de 

monocytes pulmonaires Tlr9-/- (figure 32E). De plus cette différenciation n’a pas été observée lorsque 

les monocytes pulmonaires ont été stimulés avec du LPS (figure 32F).  



Chapitre 4  Résultats 

92 
 

 

Figure 32. Différenciation en MICpG à partir de monocytes pulmonaires de façon TLR9 dépendante. 
(A) Dot plots du profil d’expression Ly-6C/CD64 des cellules F4/80+ après exclusion des MA et des 
éosinophiles résidents de poumons de souris WT et Ccr2-/- 0, 1, 3 et 7 jours après traitement i.n. aux 
CpG indiquant un déversement des cellules Ly-6ChiCD64lo en Ly-6CloCD64hi au cours du temps. (B) 
Expression de l’ARNm Tlr9 dans les MA, MI et monocytes pulmonaires de souris WT et Tlr9-/-. (C) 
Western blot de Erk et Erk phosphorylé (Erk-p) dans des monocytes pulmonaires isolés de souris 
Ccr2-/- et stimulés ou non (CT) ex vivo avec ODN ou CpG. (D-H) Dot plots de monocytes pulmonaires 
vivants isolés de souris (D,E,G,H) Ccr2-/- ou (F) WT et Tlr9-/- traitées avec des Clo-Lips par voie i.v. et 
cultivés ex vivo avant et 24, 48 et 54h après stimulation avec (D,E,F) des CpG ou (G,H) du LPS. (E,H) 
Superposition de dot plots de monocytes pulmonaires vivants cultivés ex vivo avant (0h) et 54h après 
stimulation avec (E) des CpG ou (H) du LPS. Les données (A,C-H) proviennent d’une souris 
représentative d’un groupe d’au moins 6 souris provenant d’au moins 3 expériences indépendantes ou 
(B) sont issues de 2 expériences indépendantes de tri cellulaire (n=4 par groupe) et montrent les 
moyennes +SEM. J, jour; CT, contrôle. 
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La quantité de monocytes pulmonaires présents dans les poumons à l’état basal est cependant 

trop faible pour générer le pool de MICpG. L’analyse du nombre de cellules Ly-6Chi au cours du temps 

après exposition i.n. aux CpG a indiqué une forte augmentation le lendemain du traitement dans des 

souris WT et Ccr2-/- (figure 33A). Cependant, après traitement au LPS, cette augmentation du nombre 

de cellules Ly-6Chi n’a été observée que dans des souris WT et pas dans des souris Ccr2-/- (figure 

33B) confirmant que les MILPS proviennent de cellules de moelle.  

 

Figure 33. Nombres de monocytes pulmonaires dans des souris Ccr2-/- après exposition au LPS ou 
CpG. (A,B) Nombres absolus de monocytes pulmonaires dans des poumons de souris WT et Ccr2-/- 
avant (J0), 1, 3 et 7 jours après traitement (A) aux CpG (50 µg) ou (B) au LPS (10 µg). Les données 
représentent les moyennes +SEM et proviennent de 3 expériences indépendantes groupées (n=6-15 
par groupe). Les p value ont été calculées avec une ANOVA à 2 facteurs suivie d’un test de Tukey 
(*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ns, non significatif). J, jour. 

 

Nous avons donc testé si les monocytes pulmonaires étaient capables de proliférer dans le tissu 

pulmonaire mais aucune augmentation d’incorporation d’EdU, n’a été détectée dans ces cellules 1 jour 

après traitement aux CpG (figure 34). Ces résultats suggèrent que spécifiquement suite à une 

stimulation aux CpG, des monocytes CCR2 indépendant additionnels ont été recrutés d’un réservoir 

distal et se sont différenciés en MICpG.  

 

Figure 34. Analyse de la prolifération des monocytes en réponse aux CpG. L’incorporation par les 
monocytes d’EdU injecté par voie i.p. 24h avant chaque analyse a été évaluée 0 et 1 jour après 
traitement i.n. de CpG à des souris WT ou Ccr2-/-. Des cellules de moelle ont été utilisées comme 
contrôles. Les nombres indiquent le pourcentage de cellules EdU+ et les résultats proviennent d’une 
souris représentative d’au moins 5 souris issues de 2 expériences indépendantes. J, jour. 
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Nos données indiquent donc que suite à une exposition aux CpG, les monocytes pulmonaires ne 

prolifèrent pas mais peuvent se différencier en MICpG. Par ailleurs, le recrutement de monocytes 

CCR2 indépendants additionnels est nécessaire afin de générer la population importante de 

MICpG obtenue 7 jours après l’exposition aux CpG. 
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6.2 Différenciation des MICpG à partir de monocytes spléniques 

De façon intéressante, la rate a été démontrée comme étant un réservoir de monocytes CCR2 

indépendants qui migrent jusqu’aux tissus inflammatoires d’une façon dépendante du récepteur de 

type 1 de l’angiotensine II (AT-1) (Swirski et al., 2009). Ce pool de monocytes pourrait constituer le 

réservoir distal nécessaire à l’expansion des MI induits par les CpG. 

Les monocytes spléniques étaient déjà présents chez des souris âgées de 3 jours (figure 35A) et 

exprimaient de plus grands niveaux de Tlr9 que les MA (figure 35B). Comme pour les monocytes 

pulmonaires, une stimulation ex vivo aux CpG a stimulé leur survie et leur différenciation en cellules 

semblables aux MICpG (figure 35C) indiquant qu’ils peuvent répondre aux CpG.  

De plus, 1 jour après traitement i.n. aux CpG, les nombres de monocytes spléniques étaient 

significativement diminués (figure 35D), ce qui était associé avec une augmentation en monocytes 

Ly-6Chi dans les poumons de souris WT ainsi que de souris déficientes pour le récepteur AT-1 

(Agtr1a-/-) (figure 35E). Afin d’évaluer la contribution exacte des monocytes spléniques au pool de 

monocytes pulmonaires et de MICpG, nous avons quantifié leurs nombres 1 et 7 jours après traitement 

aux CpG respectivement dans des souris Ccr2-/- splénectomisées. Comme montré à la figure 35F et 

35G, les pools de monocytes pulmonaires et de MICpG étaient significativement réduits en absence de 

la rate. Les nombres de MI à l’état basal n’ont quant à eux pas été affectés par la splénectomie (figure 

35G). La rate constitue donc un réservoir de monocytes qui peuvent peupler le poumon 

indépendamment d’une signalisation par l’angiotensine et se différencier en MICpG. 
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Figure 35. Mobilisation de monocytes CCR2 indépendants de la rate et différenciation en MICpG. 
(A) Nombres absolus de monocytes spléniques à différents temps après la naissance dans des souris 
Ccr2-/-. (B) Expression de l’ARNm Tlr9 dans des MA et monocytes spléniques de souris WT et Tlr9-/-. 
(C) Dot plots de monocytes spléniques vivants isolés de souris Ccr2-/- et cultivés ex vivo avant et 24, 
48 et 54h après stimulation avec des CpG. Panel de droite: superposition de dot plots de monocytes 
spléniques vivants cultivés ex vivo avant (0h) et 54h après stimulation avec des CpG. (D,E) Nombres 
absolus de monocytes Ly-6Chi dans (D) la rate et (E) le poumon de souris WT et Agtr1a-/- un jour 
après traitement i.n. aux CpG. (F,G) Nombres absolus de (F) monocytes Ly-6Chi ou de (G) MI de 
souris splénectomisées et de souris contrôles avant et (F) 1 jour ou (G) 7 jours après traitement i.n. 
aux CpG. Les données montrées en (C) proviennent d’une souris représentative d’un groupe d’au 
moins 6 souris provenant d’au moins 3 expériences indépendantes Les données en (A,B,D,E,F,G) 
représentent les moyennes +SEM et (A,B ,F,G) proviennent d’au moins 2 expériences indépendantes 
groupées (n=4-6) ou (D,E) sont issues d’une expérience représentative de 2 expériences 
indépendantes. Les p value ont été calculées avec une ANOVA (A) à 1 facteur ou (D,E,F,G) à 2 
facteurs suivie d’un test de Tukey (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ns, non significatif). J, jour. 
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Nous avons également observé que des CpG injectés par voie sous-cutanée à des souris Ccr2-/- 

induisent le recrutement de monocytes pas seulement dans le poumon mais aussi dans d’autres organes 

tels que le cœur et le foie (figure 36A). Toutefois, à l’exception du poumon, ce recrutement n’a pas été 

associé à une augmentation du nombre de macrophages 7 jours plus tard (figure 36B). Inversement, 

l’injection i.n. de CpG à des souris Ccr2-/- a induit le recrutement de monocytes au niveau du poumon 

mais pas du cœur ni du foie (figure 36A). Ces données suggèrent que les CpG peuvent mobiliser des 

monocytes CCR2 indépendant mais que seuls des signaux spécifiques du poumon ont dirigé leur 

migration jusqu’à cet organe et leur différenciation en MI régulateurs. 

 

Figure 36. Recrutement de monocytes Ly-6Chi et macrophages Ly-6CloCD64hi dans divers organes. 
(A,B) Nombres absolus de (A) monocytes Ly-6Chi et (B) macrophages Ly-6CloCD64hi dans les organes 
indiqués de souris Ccr2-/- (A) un jour et (B) 7 jours après traitement i.n. ou s.c. aux ODN ou CpG. Les 
données représentent les moyennes +SEM et proviennent de 2 expériences indépendantes (n=3-6 par 
groupe). Les p value ont été calculées avec une ANOVA à 2 facteurs suivie d’un test de Tukey 
(*p<0.05; **p<0.01; ns, non significatif). J, jour. 

 

Afin d’identifier les chémokines impliquées dans le recrutement des monocytes spléniques, nous 

avons analysé les chémokines présentes dans des extraits de poumon et découvert que l’instillation de 

CpG induisait une augmentation de plusieurs chémokines, tout comme le LPS (figure 37A,B). Parmi 

ces chémokines, CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES) et CCL9 (MIP-1γ) constituaient les plus 

abondantes et leur récepteur (i.e. CCR2, CCR5 et CCR1 respectivement) était parmi les plus exprimés 

sur les monocytes Ly-6Chi (figure 37A-C). Afin d’évaluer le rôle potentiel de ces chémokines dans le 

recrutement des monocytes spléniques, nous avons utilisé des anticorps neutralisants in vivo (figure 

37D). L’inhibition individuelle ou combinée de CCL2, CCL5 et CCL9 n’a toutefois pas influencé les 

nombres de monocytes pulmonaires ni de MICpG dans des souris Ccr2-/- 1 jour et 7 jours 

respectivement après traitement aux CpG (figure 37E,F), suggérant que les monocytes spléniques ont 

été attiré jusqu’au poumon indépendamment de ces signaux. 
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Figure 37. Etude de la chémokine responsable de la migration des monocytes spléniques jusqu’aux 
poumons. (A,B) Chémokine array réalisé sur des protéines de poumons entiers extraites 8h après 
traitement i.n. aux CpG de souris WT. (I) Gel représentatif indiquant les signaux détectés; les cadres 
entourent les chémokines les plus induites. (B) Quantification de l’intensité de signal des chémokines. 
(C) Heatmap de l’expression de gènes codant pour des récepteurs à chémokines qui sont 
significativement induites par les CpG en (B). (D) Chronologie expérimentale des expériences de 
neutralisation de chémokines in vivo montrées en (E,F). (E,F) Nombres absolus de (E) monocytes 
pulmonaires 1 jour ou (F) MICpG 7 jours après instillation i.n. de CpG à des souris Ccr2-/- qui ont reçu 
par voie i.p. les anticorps indiqués. (B,E,F) Les données représentent les moyennes +SEM et sont 
issues de 2 expériences indépendantes groupées (n=3-6 par groupe). Les p value ont été calculées 
avec une ANOVA à 2 facteurs suivie d’un test de Tukey (*p<0.05; **p<0.01; ns, non significatif). J, 
jour; Ctrl, contrôle. 

 

 

Le traitement aux CpG induit un recrutement de monocytes spléniques CCR2 indépendants au 

niveau du poumon afin qu’ils se différencient en MICpG.  
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Discussion - Perspectives 
 

Nous avons montré dans cette étude qu’un traitement aux CpG chez la souris induit une 

augmentation importante du nombre de MI aux propriétés hypersuppressives à partir de réservoirs de 

monocytes pulmonaires et spléniques CCR2 indépendants. Ces MICpG produisent de grandes quantités 

d’IL-10 qui empêche le développement de l’asthme même lorsque les souris sont sensibilisées et 

challengées avec de fortes doses d’allergènes (figure 38). 

 
Figure 38. Modèle concernant l’origine et la fonction des MI après exposition à des CpG. 
L’exposition des voies respiratoires aux CpG induit un recrutement de monocytes spléniques CCR2 
indépendants jusqu’au poumon. Ces monocytes ainsi que des monocytes pulmonaires CCR2 
indépendants se différencient ensuite en MI hypersuppresseurs producteurs de grandes quantités d’IL-
10 qui permet une protection à l’encontre de l’asthme allergique. 

 

La théorie de l’hygiène postule qu’une diminution de l’exposition à des produits bactériens, 

rencontrée dans un environnement citadin par opposition à un environnement rural, favorise le 

développement d’allergies. Le LPS est actuellement perçu comme l’agent microbien principalement 

responsable de la protection conférée par un environnement fermier. En effet, peu de temps après les 
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premières observations épidémiologiques concernant le potentiel bénéfique d’un cadre agricole pour le 

développement de l’asthme (Braun-Fahrländer et al., 1999; Riedler et al., 2000, 2001; Von Ehrenstein 

et al., 2000), la présence de concentrations plus élevées en endotoxines bactériennes dans les maisons 

d’enfants vivant à la ferme en comparaison aux enfants de familles non agricoles a été mise en 

évidence (von Mutius et al., 2000). L’exposition à ces endotoxines a ensuite été corrélée à une 

diminution significative du risque de sensibilisation allergique et d’asthme atopique dans l’enfance 

(Braun-Fahrländer et al., 2002). D’autres études ont également confirmé une association entre la 

concentration en endotoxines présente dans la poussière des maisons et une diminution du risque de 

maladies atopiques, en milieu rural (Böttcher et al., 2003) ou non (Gehring et al., 2002, 2008; Gereda 

et al., 2000; Sordillo et al., 2010).  

Cependant les effets bénéfiques des endotoxines sont controversés. En effet, il a été montré 

qu’une exposition précoce aux endotoxines protégerait du développement d’allergies mais 

constituerait un facteur de risque pour une respiration sifflante notamment chez les enfants qui ont une 

prédisposition familiale à l’asthme ou aux allergies (Celedón et al., 2007; Mendy et al., 2011; Park et 

al., 2001). De plus, plusieurs études ont montré que le LPS constituerait un facteur de risque pour 

l’augmentation de la prévalence et la sévérité de l’asthme dans un environnement non rural (Michel et 

al., 1996; Thorne et al., 2005). L’effet du LPS a également été testé dans des modèles murins d’asthme 

générant des résultats contradictoires et divergents. En effet, certains modèles ont démontré un effet 

protecteur du LPS qu’il soit administré avant ou lors de la sensibilisation allergique (Schuijs et al., 

2015) ou au moment de la réexposition aux allergènes (Daan de Boer et al., 2013; Gerhold et al., 2002; 

Hollingsworth et al., 2006; Rodríguez et al., 2003). D’autre part, certaines études ont mis en évidence 

un effet délétère du LPS ; il serait responsable du développement d’une sensibilisation allergique 

(Duan et al., 2008; Hammad et al., 2009)  et exacerberait l’inflammation des voies aériennes 

(Murakami et al., 2007). Certains mécanismes responsables des effets anti-allergiques du LPS ont été 

identifiés dans des modèles animaux. Ainsi le LPS induit l’activation de l’enzyme anti-inflammatoire 

A20 au niveau des cellules épithéliales diminuant ainsi la production de cytokines par ces cellules 

(Schuijs et al., 2015), favorise le développement de cellules granulocytaires suppressives au niveau du 

poumon (Arora et al., 2010), et stimule la production d’IL-10 par les MI (Bedoret et al., 2009). Tous 

ces mécanismes convergent vers une inhibition des CDs pulmonaires afin de supprimer la réponse 

allergique Th2. Cependant, le LPS est également requis pour induire une sensibilisation allergique à 

l’encontre d’un antigène inhalé inerte (Eisenbarth et al., 2002) et toutes les souris développent une 

inflammation éosinophilique sévère des voies aériennes dépendante du TLR4 lorsqu’elles sont 

sensibilisées et challengées avec de grandes quantités de HDM riche en LPS (Hammad et al., 2009). 

Toutes ces observations supportent l’idée que d’autres PAMPs sont impliqués dans la 

prévention de l’allergie des voies respiratoires lorsque les surfaces mucosales sont exposées à de fortes 

doses de produits microbiens. 
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Les CpG sont également présents en grandes quantités dans la poussière des maisons rurales 

(Roy et al., 2003) et contrairement au LPS ont toujours démontré des effets immunomodulateurs 

protecteurs à l’encontre de l’asthme (Fonseca and Kline, 2009). Dans cette étude, nous avons montré 

que la population de MI augmente substantiellement en réponse aux CpG. Les MICpG sont en moyenne 

42 fois plus nombreux que les MISS et leur production d’IL-10 est également fortement augmentée car 

nous avons observé une production d’IL-10 environ 550 fois plus importante. Le LPS induit 

également une augmentation du nombre de MI mais nettement moindre (i.e. environ 12 fois) et 

contrairement aux CpG, cette augmentation n’est pas associée à une transition vers un profil 

hypersuppresseur car la quantité d’IL-10 produite n’est globalement pas modifié. Le phénotype des 

MILPS est d’ailleurs fort semblable à celui des MISS au contraire de celui des MICpG qui expriment plus 

fortement les marqueurs de surface CD11b et CD115 tandis que certains marqueurs sont moins 

exprimés.  

Cette capacité régulatrice augmentée des MICpG est associée à une protection contre la 

sensibilisation et l’exacerbation de l’asthme dans des modèles expérimentaux d’asthme où la capacité 

régulatrice des MISS était dépassée. L’utilisation de transferts adoptifs de MICpG WT ou Il-10-/- et de 

souris Tlr9-/- dans lesquelles l’expansion de MICpG était abolie a révélé que les MICpG sont nécessaires 

mais également suffisants pour induire les effets protecteurs des CpG via la production d’IL-10.  

Le mécanisme d’action le plus communément accepté des CpG serait la réorientation de la 

réponse immune Th2 allergique vers une réponse Th1 ou Treg (Broide et al., 1998; Campbell et al., 

2014; Jain et al., 2002; Kline et al., 1998, 2002; Simons et al., 2004; Sur et al., 1999; Tulic et al., 

2004). Ce modèle est d’ailleurs en accord avec la durée de la protection des CpG car plusieurs études 

ont mis en évidence que les effets anti-allergiques des CpG persistent longtemps après le traitement 

que ce soit dans des modèles animaux ou chez l’homme (Beeh et al., 2013; Campbell et al., 2014; 

Creticos et al., 2006; Simons et al., 2004; Sur et al., 1999; Tulic et al., 2004). Cependant, il est 

maintenant connu que les CpG exercent le même effet immunosuppresseur en absence de l’allergène 

(Beeh et al., 2013; Broide et al., 1998, 2001; Klimek et al., 2011; Sur et al., 1999). La protection à 

long terme des CpG ne requerrait donc pas une action directe sur le sytème adaptatif. Nos résultats 

confirment l’action indépendante des CpG vis-à-vis de l’allergène pour protéger de l’asthme. Nous 

avons également observé que le nombre de MICpG restait élevé jusqu’à 8 semaines après 

l’administration des CpG suggérant que l’effet long terme des CpG peut être attribué aux MICpG, en 

accord avec une étude mettant en évidence des modifications épigénétiques dans les macrophages 

induites par les CpG (Ostuni et al., 2013). 

De plus, bien que les CpG soient généralement injecté par voie sous-cutanée dans les tests 

cliniques, l’augmentation du pool de MI pourrait également être à l’origine de la capacité des CpG à 

diminuer les réactions asthmatiques chez l’homme (Beeh et al., 2013; Krieg, 2012). Nous avons en 

effet montré que l’injection sous-cutanée de CpG à des souris augmente également significativement 

le nombre de MI. 
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A l’état basal, les MI fonctionnent en inhibant la maturation et la migration des CDs 

pulmonaires (Bedoret et al., 2009) essentielles au développement et à la restimulation des lymphocytes 

Th2. Comme nos résultats montrent une diminution de l’activation des CDs suite à un traitement aux 

CpG de souris WT exposées au HDM, au contraire des CDs Tlr9-/- ayant subi le même traitement, il 

est raisonnable de penser que les CpG renforcent durablement la capacité des MI à contrôler 

l’activation des CDs et permettent donc de rompre le lien entre l’immunité innée et adaptative. 

Les données que nous avons obtenues permettent donc d’expliquer l’efficacité des CpG dans 

le traitement et la prévention de l’asthme. De plus, elles fournissent également un mécanisme par 

lequel la poussière de ferme, qui est riche en ADN bactérien, protège du développement de l’asthme, 

apportant ainsi une explication mécanistique à la théorie de l’hygiène. 

 

L’ontogénie des macrophages a été fortement revisitée ces dernières années. Le dogme basé 

sur le modèle MPS selon lequel les monocytes sanguins classiques CCR2 dépendants constitueraient 

un intermédiaire obligatoire à la différenciation en macrophages lorsque ceux-ci pénétreraient dans les 

tissus périphériques (van Furth and Cohn, 1968) a en effet été remis en question assez récemment. A 

l’exception des macrophages du derme, du cœur et de l’intestin dont plusieurs études ont démontré 

leur origine monocytaire en accord avec ce modèle (Bain et al., 2014; Epelman et al., 2014b; Molawi 

et al., 2014; Tamoutounour et al., 2013), de nombreuses études ont démontré qu’en conditions basales, 

les macrophages tissulaires ne se différencient pas à partir de monocytes sanguins circulant mais 

dérivent d’un progéniteur embryonnaire et se renouvellent par prolifération au sein du tissu où ils sont 

localisés (Ginhoux et al., 2010; Guilliams et al., 2013; Hashimoto et al., 2013; Schulz et al., 2012; 

Yona et al., 2013). Nos données indiquent que les MI sont présents dans les poumons dès la naissance 

(i.e. chez des souris âgées de 3 jours) et leur nombre reste constant dans des souris WT. Bien que les 

MI soient présent en nombres comparables dans des souris WT et Ccr2-/- à 6 semaines, leurs nombres 

diminuent au cours du temps dans les souris dépourvues de monocytes classiques. Ces données ainsi 

que les résultats de parabiose supportent le fait que les MI seraient maintenus chez l’adulte, au moins 

en partie, par des monocytes classiques circulants, comme une étude l’a récemment suggéré (Tan and 

Krasnow, 2016). Les macrophages régulateurs du poumon posséderaient donc la même origine que les 

macrophages intestinaux qui préviennent également du développement de réponses immunes 

aberrantes, démontrant une origine commune (i.e. à partir de monocytes sanguins) pour les 

macrophages régulateurs et producteurs d’IL-10. 

Lors d’une inflammation, l’origine et le renouvellement des macrophages peuvent être 

légèrement modifiés. Ainsi plusieurs études ont montré que suite à un stress tissulaire, les 

macrophages peuvent dériver d’une prolifération locale ou se repeupler à partir de monocytes sanguins 

classiques CCR2 dépendants en fonction du tissu et du stress engendré (Lavin et al., 2015; Sieweke 

and Allen, 2013). Des expériences d’évaluation de l’incorporation d’EdU et d’induction de MICpG 

dans des souris Ccr2-/- n’ont respectivement indiqué aucune prolifération des macrophages après 
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exposition aux CpG ainsi qu’une CCR2 indépendance des MICpG. Nos résultats obtenus avec les 

expériences réalisées sur des souris Ccr2-/- ou traitées au clodronates ainsi qu’avec des souris 

chimériques, parabiontes et splénectomisées évoquent plutôt une nouvelle origine inattendue. Dans ce 

nouveau modèle, lors d’une stimulation aux CpG, la majorité des MICpG induits par le traitement 

dériveraient d’un réservoir de monocytes CCR2 indépendants localisés au niveau du poumon et de la 

rate. Les CpG exercent dans ce modèle diverses fonctions. Tout d’abord, ils induisent la mobilisation 

du réservoir de monocytes spléniques jusqu’au poumon d’une façon indépendante de MCP-1, 

RANTES et MIP-1γ. Ensuite, ils permettent la différenciation de ces monocytes recrutés mais 

également des monocytes pulmonaires CCR2 indépendants en MI aux propriétés hypersuppressives. 

Ce nouveau modèle représente donc une troisième origine possible, jamais envisagée auparavant, pour 

des macrophages tissulaires.  

 

Dans cette étude, les CpG et le LPS ont démontré des effets distincts sur le recrutement de 

monocytes jusqu’au poumon ainsi que sur leur différenciation en MI suppresseurs. En effet, les CpG 

induisent une mobilisation de monocytes de la rate (i.e. réservoir CCR2 indépendant) alors que le LPS 

favorise un recrutement de cellules de la moelle (i.e. réservoir CCR2 dépendant). Ensuite, les CpG 

agissent directement sur les monocytes in vitro afin de déclencher leur différenciation en macrophages 

tandis qu’une exposition au LPS ne permet pas ce phénomène. Les CpG induisent également une forte 

expansion du pool de MI, nettement supérieure au LPS, et modifient le phénotype de surface des MI, y 

compris des MI qui sont déjà présent dans le poumon à l’état basal comme illustré par l’augmentation 

uniforme de l’expression de CD11b à la surface des MI suite au traitement aux CpG. Enfin, le 

traitement aux CpG permet une augmentation remarquable de la capacité des MI à induire de l’IL-10 

au contraire du LPS pour lequel le profil hypersuppresseur n’était pas aussi marqué.  

Ces différences pourraient s’expliquer par les voies de signalisation distinctes empruntées par 

les CpG et le LPS. En effet, comme les CpG et le LPS sont connus pour interagir via des TLRs 

distincts, le TLR9 et le TLR4 respectivement, qui possèdent des niveaux d’expression différents sur 

des cellules structurales et immunes différentes, il est fort probable que ces deux PAMPs induisent des 

réponses biologiques distinctes dans la rate, la moelle et le poumon ainsi que sur les monocytes, créant 

un microenvironnement spécifique qui façonne l’origine, la différenciation et la fonction des MI.  

Une question intrigante est de savoir pourquoi la taille et les propriétés régulatrices de la 

population de MI sont exclusivement régulées par les CpG. Les CpG sont stable dans l’environnement 

et sont présents à la fois dans les bactéries Gram-négatives et Gram-positives au contraire du LPS 

qu’on ne trouve que dans les bactéries Gram-négatives. On pourrait dès lors supposer les CpG 

reflètent de façon plus exacte l’abondance des bactéries environnementales que d’autres produits 

bactériens tel que le LPS, fournissant ainsi un outil fiable pour adapter la taille de la population de MI 

en fonction de la charge bactérienne environnementale sans devoir intégrer de multiples signaux. Une 

autre explication possible pour le rôle important des CpG pour la régulation des MI est basée sur 
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l’observation de la toxicité de l’inhalation de CpG pour les souris en absence d’IL-10. En effet, une 

mortalité non négligeable des souris déficientes en IL-10 (i.e. taux de mortalité variant de 40 à 60% 

pour les souris Il-10-/- injectées aux CpG au contraire des souris WT) est observée après administration 

de CpG. On pourrait dès lors envisager que la taille de la population de MI doit s’adapter au niveau de 

CpG environnemental afin de maintenir l’homéostasie pulmonaire et de prévenir une inflammation 

induite par les CpG. Le corollaire de cette hypothèse étant que les réponses immunes concomitantes, 

telles que les réactions allergiques Th2, sont diminuées dans un environnement riche en CpG.   

 

Nous avons identifié une population de monocytes pulmonaires localisés dans le tissu 

pulmonaire correspondant phénotypiquement aux monocytes tissulaires observés précédemment par 

Jakubzick et ses collaborateurs (Jakubzick et al., 2013). Comme nos expériences réalisées sur des 

souris Ccr2-/- ainsi que les expériences de parabiose et de greffe de moelle compétitve ont révélé la 

CCR2 indépendance de ces cellules, il était fort probable qu’elles soient différentes des monocytes 

classiques CCR2 dépendants. Cependant, l’analyse microarray des deux types cellulaires a révélé des 

transcriptomes indistinguables indiquant que le réservoir de monocytes pulmonaires est en fait 

constitué de monocytes classiques. Nos résultats montrent que ces monocytes sont présents dès la 

naissance (i.e. chez des souris âgées de 3 jours) et les expériences de parabiose indiquent que chez la 

souris adulte, ces monocytes pulmonaires sont maintenus par des cellules provenant de la circulation 

de souris Ccr2-/-. 

Les monocytes de la rate sont localisés dans le tissu splénique et sont présents en nombres 

similaires dans des souris WT et Ccr2-/- (Swirski et al., 2009). Ces monocytes possèdent également un 

transcriptome identique à celui des monocytes classiques (Swirski et al., 2009) et sont présents chez 

des souris âgées de 3 jours.  

Nous pouvons dès lors envisager qu’une population de monocytes classiques Ly-6Chi serait 

produite au niveau d’un site d’hématopoïèse définitive, peut-être la moelle osseuse, et serait ensuite 

libérée dans la circulation sanguine par des mécanismes qui ne dépendent pas de CCR2. Ces 

monocytes CCR2 indépendants constituent ensuite les réservoirs de monocytes pulmonaires et 

spléniques. Ainsi, bien que les monocytes classiques dépendent de CCR2 pour sortir de la moelle 

(Serbina and Pamer, 2006), nos résultats suggèrent qu’une fraction de monocytes classiques pourrait 

sortir de la moelle d’une façon CCR2 indépendante afin d’aller constituer les réservoirs de monocytes 

pulmonaires et spléniques.  

Par ailleurs, une étude a mis en évidence, en conditions inflammatoires, une hématopoïèse 

extramédullaire générant des monocytes Ly-6Chi au niveau de la rate (Robbins et al., 2012). Il n’est 

donc pas exclu que l’exposition aux CpG pourrait contribuer à la formation du pool de monocytes 

spléniques CCR2 indépendants. 

Lors d’un infarctus du myocarde, le pool de monocytes splénique est mobilisé d’une façon 

dépendante du récepteur AT-1 (Swirski et al., 2009). Cependant le recrutement de monocytes au 
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niveau du poumon après traitement aux CpG est complètement indépendant de la voie de signalisation 

d’AT-1 comme en attestent nos expériences de nombres absolus réalisées dans des souris Agtr1a-/- 

après traitement aux CpG. Nos expériences utilisant des anticorps neutralisants dirigés contre les 

chémokines les plus abondantes au niveau du poumon suite à une exposition aux CpG (i.e. CCL2 

(MCP-1), CCL5 (RANTES) and CCL9 (MIP-1γ)) et dont les récepteurs étaient exprimés par les 

monocytes Ly-6Chi (i.e., CCR2, CCR5 and CCR1) indiquent que les monocytes spléniques sont attirés 

jusqu’au poumon indépendamment de ces signaux également. Des expériences supplémentaires 

seraient nécessaires afin d’identifier le réseau de chémokines et récepteurs impliqués dans la migration 

de ces cellules.   

L’administration de CpG par voie s.c. induit un recrutement de monocytes au niveau du 

poumon mais également au niveau du cœur et du foie. Cependant, la transformation en MI n’est 

observée que dans le poumon suggérant que les CpG ont des effets systémiques qui favorisent la 

libération de monocytes de la rate mais que des signaux spécifiques au poumon permettent leur 

différenciation en macrophages producteurs d’IL-10. Par ailleurs, une injection locale de CpG (i.e. par 

voie i.n.) n’induit pas de recrutement de monocytes au niveau du cœur et du foie mais uniquement au 

niveau du poumon, suggérant que l’injection locale au niveau des voies aériennes faciliterait la 

libération de chémokines spécifiques qui favorisent le recrutement de monocytes spléniques et leur 

différenciation en MI. Ces données suggèrent que les CpG peuvent mobiliser des monocytes CCR2 

indépendants mais que des signaux additionnels spécifiques au poumon dirigent leur migration jusqu’à 

cet organe ainsi que leur différenciation en MI régulateurs. 

 

Il a été suggéré que les propriétés anti-allergiques des CpG pouvaient être médiées par les 

pDCs (Krieg, 2006). Ces cellules sont effet connues pour exprimer le TLR9 mais également pour 

jouer un rôle clé dans la prévention de l’asthme expérimental en induisant la différenciation de Treg 

(de Heer et al., 2004). Cependant, une étude a montré que le TLR9 n’est pas exprimé par les pDCs du 

poumon, au contraire des autres sous-populations de pDCs localisées dans d’autres organes (Chen et 

al., 2006). Comme ces cellules n’expriment pas le TLR9, elles ne peuvent pas être responsables du 

rôle des CpG dans la régulation de la réponse immune au niveau du poumon. Nous avons montré dans 

cette étude que les monocytes pulmonaires et spléniques expriment le TLR9 et que ce dernier est 

requis pour la différenciation des monocytes CCR2 indépendant en MI après stimulation aux CpG. 

Cette étude identifie donc ces monocytes comme les cellules exprimant le TLR9 et qui médient les 

effets immunomodulateurs du poumon. 

Bien que le TLR9 soit exprimé par les pDCs, les CDs myéloïdes, les lymphocytes B et les 

monocytes chez la souris, il est principalement exprimé par les pDCs et les lymphocytes B chez 

l’homme (Krieg, 2006). Il a cependant été démontré que les MI présents chez l’homme expriment le 

TLR9 et sont capables d’augmenter leur production d’IL-10 suite à une stimulation bactérienne 

(Hoppstädter et al., 2010). Cela suggère que les découvertes que nous avons obtenues dans cette étude 
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chez la souris pourraient également être applicables chez l’homme. De plus, des polymorphismes dans 

la région du promoteur du TLR9 ont été associés à une augmentation du risque de développement de 

l’asthme (Lazarus et al., 2003; Smit et al., 2009), supportant l’idée que les CpG environnementaux 

exercent un rôle protecteur chez l’homme et que la perte du TLR9 fonctionnel au niveau des MI de 

l’homme pourrait contribuer au développement de l’asthme. 

Nous avons également observé qu’une petite partie de la population de MICpG était présente au 

niveau du LLBA. Dans la suite de nos recherches, nous comptons étudier et caractériser les différentes 

populations cellulaires présentes dans des LLBA humains afin de tester l’applicabilité de notre étude 

chez l’homme. 

 

En conclusion, notre étude montre que lors d’une exposition aux CpG, les MI, contrairement 

aux autres macrophages qui proviennent soit d’un progéniteur embryonnaire soit de monocytes 

classiques, augmentent leur nombre à partir de précurseurs monocytaires CCR2 indépendants jamais 

identifiés auparavant, ce qui représente une troisième origine possible pour les macrophages 

tissulaires. Ces réservoirs de monocytes CCR2 indépendants sont localisés au niveau du poumon et de 

la rate et utilisent le TLR9 afin de spécifiquement détecter les CpG bactériens et se différencier 

massivement en MI aux propriétés anti-allergiques renforcées. Ces découvertes fournissent une 

explication mécanistique possible à l’hypothèse de l’hygiène ainsi qu’aux effets protecteurs des CpG 

synthétiques dans les modèles expérimentaux animaux et les essais cliniques. De plus elles renforcent 

l’idée que des stratégies thérapeutiques impliquant les MI pourraient aider à contrôler l’asthme. Dans 

cette optique, la suite de ce projet sera basée sur l’application thérapeutique de nos résultats. Nous 

aimerions en effet développer une stratégie de thérapie cellulaire dans laquelle des macrophages 

régulateurs, différenciés ex vivo à partir de monocytes cultivés en présence de CpG, seraient injectés à 

des patients asthmatiques. Cette stratégie de thérapie cellulaire pourrait également être appliquée à 

d’autres maladies pulmonaires inflammatoires chroniques telles que la bronchopneumopathie 

chronique obstructive. 
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SUMMARY

Living in a microbe-rich environment reduces the risk
of developing asthma. Exposure of humans ormice to
unmethylated CpG DNA (CpG) from bacteria repro-
duces these protective effects, suggesting a major
contributionofCpGtomicrobe-inducedasthmaresis-
tance. However, howCpGconfers protection remains
elusive. We found that exposure to CpG expanded
regulatory lung interstitial macrophages (IMs) from
monocytes infiltrating the lung or mobilized from the
spleen. Traffickingof IMprecursors to the lungwas in-
dependent of CCR2, a chemokine receptor required
for monocytemobilization from the bonemarrow. Us-
ing a mouse model of allergic airway inflammation,
we found that adoptive transfer of IMs isolated from
CpG-treatedmice recapitulated the protective effects
of CpG when administered before allergen sensitiza-
tion or challenge. IM-mediatedprotectionwas depen-
dent on IL-10, given that Il10�/� CpG-induced IMs
lacked regulatory effects. Thus, the expansion of
regulatory lung IMs upon exposure to CpG might
underlie the reduced risk of asthma development
associated with a microbe-rich environment.

INTRODUCTION

The increased prevalence of allergic asthma over the past few

decades points to alterations in the environment (Eder et al.,

2006). The hygiene hypothesis postulates that decreased expo-

sure to environmental and commensal microbes or their prod-

ucts, partly because of changes associated with urban lifestyles,

is responsible for this rise (Strachan, 1989; von Mutius, 2016). In

line with this hypothesis, epidemiological studies associate

growing up on a farm, where exposure to bacterial endotoxin

(lipopolysaccharide [LPS]) is high, with reduced risk of allergic

sensitization (Braun-Fahrl€ander et al., 2002; von Mutius, 2016).

However, whether LPS mediates the aforementioned protective

effects is uncertain. Indeed, concurrent studies in non-rural envi-

ronments have suggested that exposure to LPS is instead a risk

factor for increased asthma prevalence and severity (Thorne

et al., 2005). Moreover, although LPS has demonstrated protec-

tive effects in some animal models (Schuijs et al., 2015), it has

also been shown to promote experimental asthma (Eisenbarth

et al., 2002; Hammad et al., 2009).

Another candidate for mediating the protective effects of

microbe-rich environments is bacterial DNA, which contains

unmethylated CpG motifs with immunomodulatory properties

(Krieg, 2006). Bacterial DNA, like LPS, is present in high amounts

in dust from rural homes (Roy et al., 2003), and treatment with

synthetic CpG DNA (CpG) consistently prevents allergic sensiti-

zation in animal models (Kline et al., 1998; Sur et al., 1999). More-

over, CpG is able to reverse established asthma in animals

(Broide et al., 1998; Kline et al., 2002) and has shown efficacy

in attenuating allergic disorders in human clinical trials (Beeh

et al., 2013; Creticos et al., 2006; Krieg, 2006). How CpG exerts

these immunomodulatory effects remains unclear. It was initially

proposed that CpG, which is often co-administered with aller-

gens, redirects allergen-specific T helper 2 (Th2) cell responses

toward Th1 or regulatory T cell responses (Broide et al., 1998;

Kline et al., 2002; Kline et al., 1998; Krieg, 2012). However,
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CpG is capable of conferring protection in the absence of

allergens (Beeh et al., 2013; Broide et al., 1998; Krieg, 2012),

suggesting that it acts independently of the adaptive immune

system.

In 2009, we identified a small population of regulatory macro-

phages in the lung interstitium of mice (Bedoret et al., 2009).

These lung interstitial macrophages (IMs), also found in humans

(Hoppst€adter et al., 2010), spontaneously produce the immuno-

suppressive cytokine interleukin-10 (IL-10), a hallmark of regula-

tory macrophages (Mosser and Edwards, 2008). Moreover,

when exposed to low doses of LPS, IMs, which are located in

the vicinity of lung dendritic cells (DCs), can counteract the ca-

pacity of LPS-activated DCs to induce Th2 responses against

harmless antigens (Bedoret et al., 2009). In agreement with

this, mice lacking functional IMs, but not wild-type (WT) mice,

develop overt asthmatic reactions when exposed to low doses

of a mixture of allergen and LPS (Bedoret et al., 2009). However,

the immunosuppressive effects of IMs are overwhelmed when

the airways are exposed to high levels of allergens and LPS,

given that 100% of WT mice develop asthma upon exposure

to high doses of house dust mite (HDM) extracts, a phenomenon

that requires Toll-like receptor 4 (TLR4) activation by HDM-borne

LPS (Hammad et al., 2009). We therefore reasoned that path-

ogen-associated molecular patterns (PAMPs) other than LPS

could improve the immunosuppressive effects of IMs and

thereby explain how a microbe-rich environment reduces the

risk of asthma development.

Here, we found that CpG is able to robustly expand the IM

population. CpG-induced IMs (CpG IMs) developed from local

and splenic reservoir monocytes and were able, by producing

IL-10, to confer protection against allergic inflammation even

when mice were sensitized and challenged with high doses of

HDM. Our findings reveal a role for regulatory IMs shed in the

protective effect of CpG exposure in allergic airway inflammation

and suggest that similar mechanismsmight underlie the reduced

risk of human asthma development that is associated with expo-

sure to a microbe-rich environment.

RESULTS

A Simplified Flow Cytometry Strategy Discriminates
Lung Monocyte and Macrophage Subsets in Mice
In order to identify the monocyte and macrophage populations

associated with the lung at steady state, we set up a simplified

six-step, five-color flow cytometry staining procedure on mono-

nuclear-cell-enriched lung cells isolated from whole, non-lav-

aged, perfused lungs of naive C57BL/6 WTmice. To encompass

all monocyte and macrophage populations, we gated sequen-

tially on living singlet cells (step 1), CD45+ immune cells

(step 2), and cells positive for the pan-monocyte and -macro-

phage marker F4/80 (step 3) (Figure 1A). Alveolar macrophages

(AMs), the most abundant lung phagocytic cells present in the

airways (Figure S1A), were identified as large (FSChi) autofluores-

cent CD11chiSiglecFhiCD64+Mertk+CD169+ cells (step 4) (Fig-

ures 1A–1C). F4/80-expressing lung-resident eosinophils (Mes-

nil et al., 2016) were excluded on the basis of their high

granularity (SSChi) (step 5). The remaining CD45+F4/80+ cells

were further separated into three populations according to their

expression of the monocyte and macrophage markers Ly-6C

(Geissmann et al., 2003) and CD64 (Gautier et al., 2012) (step

6) (Figures 1A and 1B).

Ly-6ChiCD64lo cells were classical monocytes, given that

they exhibited a monocytic morphology, expressed the typical

markers of classical monocytes (Ly-6ChiCCR2+CX3CR1int

CD62L+), and were less abundant in Ccr2�/� mice (Figure 1B–

1D), in which classical monocyte emigration from the bone

marrow (BM) is compromised (Serbina and Pamer, 2006).

Ly-6CloCD64lo cells also displayed amonocytic morphology, ex-

pressed the characteristic markers of patrolling monocytes (Ly-

6CloCCR2loCX3CR1hiCD62L�), and were significantly reduced

in mice lacking NR4A1 (Figure 1B–1D), a transcription factor

controlling differentiation and survival of patrolling monocytes

(Hanna et al., 2011), demonstrating that these cells were patrol-

ling monocytes.

Finally, Ly-6CloCD64hi cells were identified as IMs. Indeed,

these cells were absent in the broncho-alveolar lavage fluid

(BALF) (Figure S1A) and were positive for MHC-II and themacro-

phage markers Mertk and CD169 (Figure 1C). IMs were already

present after birth (Figure S1B), expressed low levels of CCR2,

and were found in similar numbers in 6- to 10-week-old Ccr2�/�,
Nr4a1�/�, and WT mice (Figure 1D). However, their numbers

were significantly lower in 1-year-old Ccr2�/� mice than in

age-matched controls (Figure S1C), suggesting that IMs repre-

sent a heterogeneous population and are partially maintained

by classical monocytes in adults, as reported by others (Tan

and Krasnow, 2016). To test this, we sutured CD45.1+ WT and

CD45.2+ Ccr2�/� mice together for 6 months and analyzed the

enrichment in WT partner cells within the Ccr2�/� host (Fig-

ure S1D). Parabiotic mice efficiently exchanged their circulation,

as attested by the percentage of enrichment in blood B cells that

Figure 1. Identification of Monocyte and Macrophage Populations in the Mouse Lung

(A) Gating strategy.

(B) Photographs of FACS-sorted populations gated in (A).

(C and D) Surface phenotype (C) and absolute numbers (D) of the indicated populations in the lungs of WT (C and D), Ccr2�/� (D), and Nr4a1�/� (D) mice.

(E) Percentage of IL-10+ cells within the cell populations as assessed by detection of 450 nm florescence (blue product) in CCF4-substrate-loaded cells isolated

from IL-10-b-lactamase reporter ITIB or WT mice.

(F) Basal IL-10 concentration in culture supernatants of primary cell culture.

(G) Experimental outline for data in (H).

(H) Absolute numbers of the indicated populations in the lungs of WT and Ccr2�/� mice treated with i.v. PBS-Lips or Clo-Lips.

(I) Representative anti-Ly-6C immunostainings of lung sections from Clo-Lip-treated WT mice and Ccr2�/� mice.

Data in (A)–(C) and (I) represent one of at least six mice from at least three independent experiments. Data in (D) and (H) show the mean + SEM pooled from three

independent experiments (n = 6–10 per group). Data in (E) and (F) show themean + SEM from one of three independent experiments (n = 3–4 per group). p values

were calculated with a one-way (D–F) or two-way (H) ANOVA followed by Tukey’s post hoc tests (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ns, not significant). Scale bars,

10 mm. See also Figure S1 for additional information regarding the phenotype, localization, and IL-10 production by lung monocytes and macrophages.
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Figure 2. TLR9-Dependent Expansion of IL-10-Producing IMs upon Intranasal CpG Treatment

(A) Experimental outline.

(B and C) Absolute numbers of IMs in the lungs of WT mice 7 days after i.n. stimulation with the indicated TLR ligands or i.n. infection with influenza A or

S. pneumoniae (B) and Tlr9�/� and control mice before and 7 days after i.n. injection of CpG (C). Data showmean + SEM and are pooled from three independent

experiments (n = 6–12 per group).

(legend continued on next page)
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reached 50%. Conversely, because CCR2 is required for the

egress of classical monocytes from the BM, WT monocytes

constituted more than 90% of the monocytes present in the

blood of Ccr2�/� mice. Lung AMs were not enriched in WT cells,

confirming that AMs can self-renew by local proliferation at

steady state (Hashimoto et al., 2013). However, 35% of the IM

pool was constituted by WT partner cells after 6 months of para-

biosis, strongly supporting that IMs are, at least in part, replen-

ished by circulating blood monocytes in adults, a feature shared

with gut macrophages (Bain et al., 2014).

IMs constitutively expressed IL-10, as quantified in vivo by the

use of IL-10-b-lactamase reporter ITIBmice (Bouabe et al., 2011)

and ex vivo by ELISA (Figures 1E and 1F; Figure S1E). Notably, a

spontaneous IM-derived IL-10 production was dependent on the

adaptor molecule MYD88 but independent of TLR9 (Figure S1F),

concordant with the fact that LPS, which mediates signaling

through MYD88, sustains IM-derived IL-10 at steady state (Bed-

oret et al., 2009). Upon CpG or LPS stimulation, the increased

ability of IMs to produce IL-10 relied on TLR9 and MyD88 or

only MyD88, respectively (Figure S1F).

When applied to the lungs during HDM-induced airway allergy,

the flow cytometry strategy identified similar cell populations

(Figure S1G).

To determine which cells were truly located in the lung tissue,

we depleted blood-vessel-associated monocytes and macro-

phages by injecting clodronate-containing liposomes (Clo-Lips)

intravenously 24 hr before analysis (Figure 1G). This regimen

had no effect on AMs or IMs but efficiently depleted patrolling

monocytes and a substantial part (z60%) of Ly-6Chi monocytes

(Figure 1H), showing that most monocytes, except some Ly-6Chi

monocytes, were associated with the lung vasculature. Concor-

dant with this, combined in vivo and ex vivo anti-CD45 stainings

confirmed that AMs, IMs, and only a fraction of Ly-6Chi mono-

cytes were truly located in the lungs of WT mice (Figures S1H

and S1I). Anti-Ly-6C immunostaining of lung sections from

Clo-Lip-treated WT and Ccr2�/� mice confirmed that the Ly-

6C+ cells were located in the lung parenchyma (Figure 1I).

Notably, in Ccr2�/� mice, Clo-Lip injection did not affect the

amount of Ly-6Chi monocytes, whose numbers and localization

were similar to those from Clo-Lip-treated WT mice (Figures 1H

and 1I), indicating that these monocytes established in the lung

independently of CCR2. In the following sections, we refer to

these CCR2-independent, lung-infiltrating monocytes, which

were already present at the age of 3 days (Figure S1J), as lung

monocytes. To assess whether lung monocytes represented a

monocyte population distinct from classical CCR2-dependent

blood monocytes, we performed a transcriptomic comparison

of Ly-6Chi monocytes recovered from perfused lung of WT

mice (z60% of CCR2-dependent classical blood monocytes

and z40% of lung monocytes) and Ccr2�/� mice (more than

95% of lung monocytes). This analysis revealed only one differ-

entially expressed gene, namely Ccr2 (Figures S1K and S1L),

showing that lung monocytes fully corresponded to classical

Ly-6Chi monocytes.

CpG Induces TLR9-Dependent IM Expansion
We hypothesized that exposure to certain PAMPs, such as LPS

or CpG, might protect against asthma by enhancing the immu-

nosuppressive potential of IMs. First, we confirmed expression

of most TLRs on IMs (Figure S2A) and assessed how local

exposure to PAMPs, especially TLR ligands, or a local infection

would quantitatively affect IMs (Figure 2A; Figure S2B). Although

several PAMPs, including LPS, were able to significantly expand

IMs, CpG was by far the most potent in increasing IM numbers

1 week after a single intranasal (i.n.) exposure (42.5-fold with

an average of 1.73 106 cells) (Figure 2B; Figure S2C), a phenom-

enon that was dependent on signaling through TLR9 (Figure 2C).

Such expansion persisted up to 8 weeks after treatment, was

also observed to a lesser extent when CpG was administered

by a systemic route, and was associated with the presence of

a small fraction of CpG IMs into the BALF (Figures S2D–S2G).

Conversely, pulmonary infection with Influenza A virus (PR8) or

Streptococcus pneumoniae did not have any significant effect

on IM numbers 7 days after infection (Figure 2B). Of note, AM

counts remained unchanged after CpG treatment and were

moderately increased after LPS treatment (Figures S2H and S2I).

We compared gene expression profiles between CpG IMs and

steady-state IMs (SS IMs). Principal-component analysis (PCA)

revealed that CpG IMs clustered more closely with SS IMs

than with AMs (Figure 2D), but 285 genes were differentially

regulated between CpG IMs and SS IMs (fold change > 2,

p < 0.01). Among genes upregulated in CpG IMs, gene-set

enrichment analysis (GSEA) revealed a significant enrichment

of genes implicated in macrophage activation and differentia-

tion, such as targets of c-MYC (Aziz et al., 2009) or genes upre-

gulated by activation of mTORC1 or NOTCH signaling (Covarru-

bias et al., 2016; Monsalve et al., 2009) (Figure 2E).

Protein expression of several surface markers was compara-

ble between CpG IMs and SS IMs, except for CD11b and

CD115, which were upregulated in CpG IMs, and for CD62L,

SiglecF, and CD169, which were downregulated (Figure S2J).

Functionally, in comparison with SS IMs, CpG IMs exhibited a

hypersuppressive profile. Indeed, the percentage of IL-10+ cells

within CpG IMs was increased, leading to a 55-fold increase in

the numbers of IL-10-producing IMs upon CpG treatment (Fig-

ures 2F and 2G). Furthermore, the level of IL-10 expression

within CpG IMs was substantially greater than that in SS IMs

(Figures 2F and 2G), leading to a global 550-fold increase in

(D) PCA comparing SS IMs, CpG IMs, and AMs. Percentages indicate the variability explained by each component.

(E) GSEA between CpG IMs and defined gene sets.

(F) Density plots showing IL-10 expression of IMs as assessed by detection of 450 nm fluorescence (blue product) in CCF4-substrate-loaded cells isolated from

IL-10-b-lactamase reporter ITIB or WT mice. Numbers indicate the percentage of IL-10+ cells within the population, quantified in (G).

(G) Percentages (left), numbers (middle), and geometric mean fluorescence intensity (MFI, right) of IL-10+ cells within the cell populations. Data show the mean +

SEM and represent one of two independent experiments (n = 3–4 per group).

p values were calculated with a one-way (B and G) or two-way (C) ANOVA followed by Tukey’s post hoc tests (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ns, not sig-

nificant). Abbreviations: D, day; PFU, plaque-forming units; and CFU, colony-forming units. See also Figure S2 for additional information regarding IM numbers,

localization, phenotype, and AM numbers.
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the amount of IM-derived IL-10 expressed in the lungs after CpG

treatment. LPS stimulation did not promote such an enhanced

suppressive profile (Figures 2F and 2G).

All together, our data show that IMs specifically expanded in

response to CpG exposure and that CpG IMs acquired distinct

transcriptomic, phenotypic, and functional features.

CpG-Induced IMs Prevent Allergic Sensitization to
Inhaled Allergens
We wondered whether the hypersuppressive profile of CpG IMs

might contribute to the protective effects of CpG on asthmatic

sensitization. First, we developed a mouse model of asthma

prevention by CpG, during which WT mice were intranasally

exposed to CpG 7 days before two weekly i.n. instillations of

100 mg HDM (Figure 3A). This regimen of HDM exposure

bypassed the regulatory functions of SS IMs, given that 100%

of HDM-exposed WT mice developed airway hyperreactivity

(AHR), BALF eosinophilia, HDM-specific lymph node (LN) Th2

responses, peribronchial inflammation, and increased mucus

production, as well as increased activation of lung DCs and

enhanced DC migration to the LNs (Figures 3B–3G; Figures

S3A and S3B). In this model, CpG pre-exposure promoted

robust expansion of IL-10-producing CpG IMs (Figures 3H and

3I) and protected WT mice, but not Tlr9�/� mice, from HDM-

induced asthmatic features and DC activation (Figures 3B–3G;

Figures S3A and S3B).

Second, to test whether CpG IMs were sufficient to confer

such protection, we performed adoptive-transfer experiments

(Figure 3J). AHR, eosinophilia, HDM-specific Th2 responses,

lung inflammation, and mucus production were significantly

reduced when CpG IMs sorted from lungs of CpG-treated WT

mice were transferred before HDM exposures (Figures 3K–3N;

Figures S3C and S3D). Such protection was specific to CpG

IMs and relied on CpG-IM-derived IL-10, given that transfer of

WT AMs or Il10�/� CpG IMs failed to improve the characteristic

features of asthma (Figures 3J–3N; Figures S3C and S3D).

These results demonstrate that IL-10-producing IMs were

essential for the protective effects of CpG against sensitization

to inhaled allergens.

CpG-Induced IMs Mediate the Immunotherapeutic
Effects of CpG on Established Asthma
CpG has already proven its efficacy in attenuating established

asthma in animal models and in human clinical trials. Here, we

developed a model of immunotherapy based on CpG treatment

of HDM-sensitized WT mice before HDM challenge (Figure 4A).

CpG was more potent in expanding IL-10-producing CpG IMs

and in decreasing AHR, eosinophilic inflammation, HDM-spe-

cific Th2 responses, mucus production, and DC activation than

in sham-treated asthmatic counterparts, features that were

not observed in Tlr9�/� mice (Figures 4B–4I; Figures S4A and

S4B). Moreover, CpG IMs were sufficient to confer protection,

given that adoptive transfer of CpG IMs before HDM challenge

markedly decreased airway allergy in HDM-sensitized mice, an

effect that was not observed when WT AMs or Il10�/� CpG

IMs were transferred (Figures 4J–4N; Figures S4C and S4D).

Importantly, the expansion of IL-10-producing IMs and the

immunotherapeutic effects of CpG persisted up to 8 weeks

after CpG treatment (Figures S4E–S4L). Moreover, similar

CpG-induced IM-mediated protection was observed in an

asthma model based on systemic sensitization with ovalbumin

and alum (Figures S4M–S4Q).

CpG Expands IMs Mainly from CCR2-Independent
Monocytes
Given the crucial contribution of CpG IMs to asthma prevention

and treatment in our models, we sought to determine the origin

of these macrophages. In adult tissues, macrophages are main-

tained or expanded by local proliferation or differentiation from

CCR2-dependent BM-derived classical monocytes (Ginhoux

and Guilliams, 2016).

First, to assess the proliferative ability of IMs, we analyzed the

incorporation of EdU by IMs after CpG treatment. CpG exposure

did not increase the percentage of EdU+ IMs at the time points

analyzed, providing no support for local proliferation of IMs after

CpG treatment (Figure 5A).

Second, we quantified the numbers of CpG IMs in Ccr2�/�

mice. Surprisingly, CpG IM numbers were only slightly

decreased in Ccr2�/� mice (Figure 5B), whereas LPS IM

numbers were robustly reduced (Figure S5A), supporting the

idea that CpG IMs, unlike LPS IMs, developed mostly from

monocytes that were recruited independently of the BM. To

test this, we usedmixed BM competitive CD45.1/2 chimeras en-

grafted with CD45.1+ WT and CD45.2+ Ccr2�/� BM cells (Fig-

ure 5C). 8 weeks after reconstitution, >85% of blood Ly-6Chi

monocytes were of CD45.1+ WT origin, whereas B lymphocytes

and neutrophils had a 1:1 ratio of CD45.1+ WT to CD45.2+

Ccr2�/� cells (Figures 5D and 5E). 8 and 12 weeks after reconsti-

tution, the numbers of lung AMs and IMs were comparable with

those before irradiation (Figures S5B and S5C) and originated

mainly from CD45.1+ WT donor cells, showing that the depleted

niches were repopulated by CCR2-dependent classical

monocytes after irradiation (Figures 5D–5F). 7 days after CpG

treatment, BM-competitive chimeras exhibited increased IM

numbers (Figures S5B and S5C), and this expansion was

associated with a drastic enrichment of CD45.2+ Ccr2�/� donor

Figure 3. Contribution of CpG IMs to the Prevention of Experimental Asthma

(A–I) Experimental outline (A), dynamic airway resistance upon methacholine inhalation (B), BALF eosinophil counts (C), cytokine concentrations in culture

supernatants of bronchial LN (BLN) cells restimulated with HDM (D), quantification of lung DC migration to the BLN (E) and expression of MHC-II and CD86 at

day 8 (F), H&E staining of lung sections (G), and numbers of CpG IMs (H) and IL-10+ CpG IMs (I) at day 0.

(J–N) Experimental outline (J), dynamic airway resistance upon methacholine inhalation (K), BALF eosinophil counts (L), cytokine concentrations in culture

supernatants of BLN cells restimulated with HDM (M), and H&E staining of lung sections (N).

Data show the mean + SEM (B and K) or mean + SEM and are pooled from at least three independent experiments (n = 6–16 per group) (C–F, H, I, L, and M) or

represent one of two independent experiments (n = 4 per group) (H and I). p values were calculated with one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc tests (B–F,

H, and K–M) or a two-tailed Student’s t test (I) (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ns, not significant). Data in (G) and (N) represent one of at least six mice from at

least two independent experiments. Scale bars, 32 mm. See also Figure S3 for periodic-acid-Schiff (PAS) stainings.
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Figure 4. Contribution of CpG IMs to the Treatment of Experimental Asthma

(A–I) Experimental outline (A), dynamic airway resistance upon methacholine inhalation (B), BALF eosinophil counts (C), cytokine concentrations in culture

supernatants of BLN cells restimulated with HDM (D), quantification of lung DC migration to the BLN (E) and expression of MHC-II and CD86 at day 22 (F), H&E

staining of lung sections (G), and numbers of CpG IMs (H) and IL-10+ CpG IMs (I) at day 21.

(legend continued on next page)
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cells to the level of that observed in blood B lymphocytes,

namely 100% of CCR2 independence when mice were analyzed

at 12 weeks of age (Figures 5D–5F). These results demonstrate

that CpG IMs mainly arose from CCR2-independent precur-

sors. Notably, when chimeric mice were exposed to LPS,

IM chimerism was not substantially affected and was similar

to that of blood Ly-6Chi monocytes, demonstrating that LPS

IMs arose from BM-derived classical monocytes (Figures S5D

and S5E).

All together, these results support that CpG IMs neither

expanded through local proliferation nor substantially differenti-

ated from CCR2-dependent BM-derived classical monocytes

but instead mainly originated from CCR2-independent cells.

Lung and Splenic Monocytes Are the Precursors of
CpG IMs
Earlier in this article, we defined lung monocytes as CCR2-inde-

pendent classical monocytes infiltrating the lung parenchyma

(Figure 6A). Given that IM expansion upon CpG sensing was

mainly independent of CCR2, we hypothesized that lung mono-

cytes could act as a local reservoir for CpG IMs.

First, we validated the CCR2 independence of lungmonocytes

by conducting parabiosis and mixed-BM-chimera experiments.

CD45.1+ WT and CD45.2+ Ccr2�/� mice exchanged their

circulation for 6 months, and the enrichment of WT and Ccr2�/�

partner cells within the Ccr2�/� and WT hosts, respectively, was

analyzed 24 hr after intravenous (i.v.) Clo-Lip treatment (Fig-

ure 6B). Notably, for lung monocytes, a comparable enrich-

ment of partner cells was observed in WT and Ccr2�/� hosts

(Figure 6B), indicating that these cells were continually replen-

ished by circulating cells independently of CCR2. In BM-recon-

stituted competitive chimeras, lung monocytes were also repo-

pulated with CCR2-independent engrafted cells, consistent

with our findings in parabiotic mice (Figures 6C–6E; Figures

S6A and S6B).

Our data so far are consistent with the idea that a precursor-

product relationship could exist between lung monocytes and

CpG IMs. When we analyzed the kinetics of the appearance of

CpG IMs in vivo, we observed a differentiation pattern from Ly-

6ChiCD64lo to Ly-6CloCD64hi cells in both WT and Ccr2�/�

mice (Figure 6F). With the progressive acquisition of CD64 and

the subsequent loss of Ly-6C, the Ly-6C/CD64 plot looked like

a waterfall (arrows in Figure 6F), suggesting that lung monocytes

might give rise to CpG IMs.

Next, we tested whether lung monocytes could respond to

CpG and differentiate into IM-like cells ex vivo. Lung monocytes

sorted via fluorescence-activated cell sorting (FACS) expressed

higher levels of Tlr9 than did AMs or IMs (Figure 6G) and were

able to respond to CpG, as shown by increased phosphorylation

of Erk kinase (H€acker et al., 1999) (Figure 6H). Ex vivo CpG treat-

ment of lung monocytes promoted their survival and triggered

the same waterfall over time as in vivo treatment did (Figures

6I and 6J), a phenomenon that was dependent on TLR9 (Fig-

ure S6C). Of note, this waterfall was not observed in LPS-stimu-

lated lung monocytes (Figure S6D). Our data thus support that

lung monocytes can differentiate into CpG IMs. Nevertheless,

the quantity of lung Ly-6Chi cells and CpG IMs 1 and 7 days after

CpG treatment, respectively (Figures 6K and 5B), largely ex-

ceeded the number of lung monocytes present at steady state

(Figure 1H). We thus tested whether such lung monocytes

were able to proliferate in situ, but no increase in EdU incorpora-

tion was detected 1 day after CpG treatment (Figure 6L; Fig-

ure S6E), when their numbers were >10-fold higher than on

day 0 in both WT and Ccr2�/� mice (Figure 6K). Of note, after

LPS treatment, this increased number of Ly-6Chi cells was

seen only in WT mice and not in Ccr2�/� mice, adding further

support to the BM origin of LPS IMs (Figure S6F). These

results suggest that, specifically upon CpG stimulation, addi-

tional CCR2-independent monocytes were recruited from a

distal reservoir and differentiated into CpG IMs.

Interestingly, the spleen has been shown to constitute a reser-

voir of CCR2-independent monocytes, which were already pre-

sent in 3-day-old mice (Figure S7A) and which can migrate to

inflammatory tissues in an angiotensin II type 1 (AT-1)-recep-

tor-dependent manner (Swirski et al., 2009). Splenic monocytes

expressed higher levels of Tlr9 than did AMs (Figure 7A), and, like

for lung monocytes, ex vivo CpG stimulation promoted their

survival and differentiation into CpG-IM-like cells (Figure 7B),

showing that they can respond to CpG. Notably, 1 day after

i.n. CpG treatment, splenicmonocyte numberswere significantly

decreased, which was associated with an increase in Ly-6Chi

monocytes in the lungs of both WT mice and mice lacking

AT-1 receptor (Agtr1a�/�) (Figures 7C and 7D). To assess the

exact contribution of splenic monocytes to the pool of lung

monocytes and CpG IMs, we quantified their numbers 1 and

7 days after CpG treatment, respectively, in splenectomized

Ccr2�/� mice. As shown in Figures 7E and 7F, the pools of

lung monocytes and CpG IMs were significantly reduced when

the spleen was absent. SS IM numbers were unaffected by sple-

nectomy (Figure 7F). Thus, the spleen constitutes a reservoir of

monocytes that can seed the lung independently of angiotensin

signaling and differentiate into CpG IMs.

Of note, when injected subcutaneously in Ccr2�/� mice, CpG

induced recruitment of monocytes not only in the lung but also in

other organs such as the heart and liver. However, except in the

lung, this was not associated with an increase in macrophage

numbers 7 days later. Conversely, i.n. CpG injection in Ccr2�/�

mice promoted the recruitment of monocytes in the lung, but

not in the heart or liver (Figures 7G and 7H). All together, these

data suggest that CpG could mobilize CCR2-independent

monocytes but that additional lung-specific signals directed their

seeding into the lung and their differentiation into regulatory IMs.

(J–N) Experimental outline (J), dynamic airway resistance upon methacholine inhalation (K), BALF eosinophil counts (L), cytokine concentrations in culture

supernatants of BLN cells restimulated with HDM (M), and H&E staining of lung sections (N).

Data show the mean + SEM (B and K) or mean + SEM and are pooled from at least three independent experiments (n = 6–16 per group) (C–F, H, I, L, and M)

or represent one of two independent experiments (n = 4 per group) (H and I). p values were calculated with one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc tests

(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ns, not significant). Data in (G) and (N) represent one of at least six mice from at least two independent experiments. Scale bars,

32 mm. See also Figure S4 for PAS stainings, the long-term therapeutic model, and the assessment of the protective effects of CpG IMs in an ovalbumin and

alum model.
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(legend continued on next page)
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In an attempt to identify the chemokines involved in splenic

monocyte recruitment, we performed a chemokine array on

lung extracts and found that CpG instillation induced increased

levels of several chemokines, an effect that was, however, also

observed with LPS (Figures 7I and 7J). Among those chemo-

kines, CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES), and CCL9 (MIP-1g)

were not only the most prominent ones but also the ones whose

receptors (i.e., CCR2, CCR5, and CCR1, respectively) were the

most expressed in Ly-6Chi monocytes (Figures 7I–7K). To assess

the potential role of these chemokines, we used neutralizing

antibodies in vivo. Individual or combined inhibition of CCL2,

CCL5, and CCL9, however, did not influence the numbers

of lung monocytes in Ccr2�/� mice 1 day after CpG treatment

(Figures S7B–S7D), suggesting that splenic monocytes were

attracted to the lung independently of those signals.

DISCUSSION

We have shown that IMs substantially expanded in response

to CpG, which, unlike LPS, has demonstrated consistent anti-

allergic effects in humans and animals (Beeh et al., 2013; Broide

et al., 1998; Creticos et al., 2006; Krieg, 2006; Sur et al., 1999).

Not only were CpG IMs 42 times more numerous than SS IMs,

but their overall IL-10 production was also increased 550-fold.

This increased regulatory capacity of CpG IMs was associated

with protection against asthma sensitization and exacerbation

in experimental models in which the suppressive activity of SS

IMs was overcome. Using WT mice adoptively transferred with

WT or Il10�/�CpG IMs and Tlr9�/�mice, in which CpG-mediated

IM expansion was abolished, we further demonstrated that CpG

IMs were not only necessary but also sufficient for mediating the

protective effects of CpG through the production of IL-10.

Finally, we showed that the number of CpG IMs remained

elevated for at least 8 weeks after CpG administration, which,

in addition to the fact that CpG has been reported to induce sus-

tained epigenetic modifications in macrophages (Ostuni et al.,

2013), could account for the long-lasting innate effects of CpG.

Given that SS IMs exert their suppressive activity by inhibiting

maturation and migration of lung DCs (Bedoret et al., 2009),

which are essential for both development and restimulation of

Th2 cells (Lambrecht et al., 2000; van Rijt et al., 2005), and that

DC activation was dampened in CpG-treated HDM-challenged

mice, we speculate that CpG durably reinforces the ability of

IMs to control DC function and, therefore, to break the link be-

tween innate and adaptive immunity. This study thus provides

a possible mechanism, i.e., induction of hypersuppressive IMs,

by which CpG exerts its immunotherapeutic effects in animals

and humans and by which exposure to the environmental

microbiome, especially to farm dust, which is known to be rich

in bacterial DNA (Roy et al., 2003), protects from asthma

(Braun-Fahrl€ander et al., 2002; von Mutius, 2016).

The ‘‘mononuclear phagocyte system’’ model, proposed in

1968 by van Furth and collaborators (van Furth and Cohn,

1968), postulates that tissue-resident macrophages are main-

tained from a constant supply of blood monocytes that extrava-

sate into tissues. However, this model has been challenged by

recent studies demonstrating that, under normal conditions,

most macrophages arise from embryonic progenitors and self-

renew in tissues throughout adulthood (Ginhoux and Guilliams,

2016; Gomez Perdiguero et al., 2015). The only exceptions are

gut, dermis, and heart macrophages that, in accordance with

the model of van Furth, rely on the constant recruitment of

CCR2-dependent classical monocytes to maintain their popula-

tion (Bain et al., 2014; Epelman et al., 2014; Tamoutounour et al.,

2013). Our data from parabiotic mice support that IMs are also,

at least in part, maintained by circulating monocytes in adults,

as reported recently (Tan and Krasnow, 2016). During inflamma-

tion, macrophages expand through the same mechanisms,

namely local proliferation and differentiation from recruited

CCR2-dependent BM-derived classical monocytes (Davies

et al., 2013). Our results from experiments in Ccr2�/�, clodro-
nate-treated, chimeric, parabiotic, and splenectomized mice

are consistent with an unexpected model in which most CpG

IMs can expand fromCCR2-independent lung and splenic reser-

voir monocytes after CpG stimulation. In this model, CpG exerts

multiple functions. First, it promotes the mobilization of splenic

reservoir monocytes to the lung independently of MCP-1,

RANTES, and MIP-1g. Second, it triggers differentiation of not

only these recruited monocytes but also the herein identified

CCR2-independent, lung-infiltrating monocytes into IMs with a

hypersuppressive profile.

Noteworthy, CpG and LPS appeared to have distinct effects

on the recruitment of monocytes to the lung and their differenti-

ation into suppressive IMs. First, CpG induced a substantial

mobilization of monocytes from the spleen (i.e., a CCR2-inde-

pendent reservoir), whereas LPS mainly triggered mobilization

from the BM (i.e., a CCR2-dependent reservoir). Second, CpG

acted directly on monocytes in vitro to promote their differentia-

tion into macrophages, whereas LPS did not. Third, CpG expo-

sure was able to strikingly increase IM ability to produce IL-10,

which was not the case for LPS. Because CpG and LPS are

known to act via distinct TLRs, which are expressed at different

levels on different structural and immune cells, CpG and

LPS most likely induce distinct biological responses in the

spleen, BM, lungs, and monocytes themselves, creating a spe-

cific microenvironment tailoring IM origin, differentiation, and

function.

Given that the numbers of lung reservoir monocytes were

identical in WT and Ccr2�/� mice, it was tempting to speculate

that these cells were different from classical monocytes. How-

ever, both cell types had indistinguishable transcriptomes,

attesting that lung reservoir monocytes are actually classical

monocytes. Although classical monocytes are thought to

depend onCCR2 to leave the BM, our results indicate that a frac-

tion of classical monocytes might exit the BM in a CCR2-inde-

pendent manner to seed the pulmonary and splenic monocyte

(E and F) The percentages of chimerism and of CCR2 independence of blood B lymphocytes, neutrophils (i.e., 50% chimerism and 100% CCR2 independence),

and monocytes (i.e., z10% chimerism and z20% CCR2 independence) were used as controls.

Data in (B) and (E) show the mean + SEM and are pooled from three independent experiments (n = 12–15 per group). p values were calculated with a two-way (B)

or one-way (E) ANOVA followed by Tukey’s post hoc tests (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ns, not significant). D, day. See also Figure S5 for the CCR2

dependence of LPS IMs and numbers of AMs, SS IMs, LPS IMs, and CpG IMs before irradiation and after BM reconstitution.
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reservoirs. Identifying the network of chemokine(s) and chemo-

kine receptor(s) orchestrating the traffic of these cells will require

additional work.

It has been suggested that the anti-allergic properties of CpG

weremediated by plasmacytoid DCs (pDCs), which are known to

not only express TLR9 but also play a key role in preventing

experimental asthma (de Heer et al., 2004; Krieg, 2006).

However, lung pDCs, unlike the other pDC subsets, lack TLR9

expression and therefore cannot account for the role of CpG in

regulating lung immune responses (Chen et al., 2006). We have

shown here that lung and splenic reservoir monocytes ex-

pressed TLR9, whichwas required for differentiation of CCR2-in-

dependent monocytes into IMs after CpG stimulation. Our study

thus identifies those reservoir monocytes as the TLR9-express-

ing cells mediating the immunomodulatory effects of CpG in the

lung. Of note, it has been demonstrated that human IMs express

TLR9 and are able to increase their production of IL-10 upon

bacterial DNA stimulation (Hoppst€adter et al., 2010), suggesting

that our findings in mice are relevant to humans. Moreover, poly-

morphisms in the TLR9 promoter region have been associated

with an increased risk of asthma development (Lazarus et al.,

2003; Smit et al., 2009), supporting the idea that environmental

CpGexerts a protective role in humans and that loss of functional

TLR9 in human IMs might contribute to asthma development.

In conclusion, our study shows that lung and splenic reservoir

monocytes use TLR9 to specifically sense bacterial CpG and

massively differentiate into IMs endowed with enhanced anti-

allergic properties. These findings are of pathophysiological

importance because they provide a possible mechanistic expla-

nation for the hygiene hypothesis and for the protective effects

of synthetic CpG in experimental models and human clinical tri-

als. Moreover, they reinforce the idea that therapeutic strategies

aimed at ameliorating the inhibitory properties of IMs could help

control asthma.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

A full description of the experimental procedures can be found in the Supple-

mental Information.

Mice

WT, Cx3cr1GFP/+, Ccr2�/�, Nr4a1�/�, Myd88�/�, Il10�/�, and Agtr1a�/�

C57BL/6 mice were from the Jackson Laboratory. Tlr9�/� and IL-10-b-lacta-

mase reporter (ITIB) mice were generated by others (see Supplemental Infor-

mation). All mice were used at 6–10 weeks of age unless otherwise indicated.

All experimental procedures and protocols were approved by the local

ethics committee. Additional information can be found in the Supplemental

Information.

Reagents and Antibodies

Mouse non-CpG DNA (ODN, 50-GCTTGATGACTCAGCCGGAA-30; reference
no. HC4034) and CpG DNA (50-TCCATGACGTTCCTGATGCT-30; reference
no. HC4033) were from Sanbio. HDM extracts (HDM from Dermatophagoides

farinae) were from Greer Laboratories. Additional reagents and antibodies are

described in the Supplemental Information.

Cell Isolation, Staining, and Flow Cytometry

To obtain single-lung-cell suspensions, we perfused lungs with 10 mL of PBS

through the right ventricle, cut them into small pieces, and digested them

for 1 hr at 37�C in HBSS containing 1 mg/mL collagenase A (Roche) and

0.05 mg/mL DNase I (Roche). We then enriched single-cell suspensions in

mononuclear cells by harvesting cells from the 1.080:1.038 g/mL interface

with a density gradient (Easycoll from VWR).

Cell phenotyping and sorting were performed on a FACSCANTO II and

a FACSARIA III (BD Biosciences), respectively. Additional information can be

found in the Supplemental Information.

Vascular Monocyte and Macrophage Depletion

WT or Ccr2�/� mice were injected intravenously with 200 mL of Clo-Lips or

empty liposomes (PBS-Lips), and lung cells were harvested 24 hr later.

HDM-Induced Model of Asthma and CpG Treatments

Lightly isoflurane-anesthetized WT, Tlr9�/�, or ITIB mice were sensitized

by two weekly i.n. instillations of vehicle (LPS-free saline) or HDM extracts

(100 mg in 50 mL) on days 0 and 7. In experiments shown in Figure 3, mice

received i.n. installation of 50 mL saline containing 50 mg ODN or 50 mg CpG

7 days before the first HDM treatment (day �7) and were sacrificed at day

10. In experiments shown in Figure 4, mice received i.n. installation of 50 mL

saline containing 50 mg ODN or 50 mg CpG 7 days after the second HDM

treatment (day 14). Mice were then challenged by an i.n. instillation of vehicle

or HDM (100 mg in 50 mL) and were sacrificed at day 24. For adoptive-transfer

experiments, WT mice were transferred intratracheally with 1.5 3 106 AMs or

CpG IMs sorted from CpG-treated WT or Il10�/� mice or with vehicle (50 mL

saline) 24 hr before HDM administrations.

Figure 6. CpG-Induced Differentiation of IMs from TLR9-Responsive CCR2-Independent Lung Monocytes

(A) Dot plots of lung-associated classical monocytes (Ly-6Chi), patrolling monocytes (Ly-6CloCD64lo), and IMs (Ly-6CloCD64hi) in the indicated groups (same

strategy as in Figure 1A). The gate in blue represents lung monocytes. Numbers indicate the percentages of gated cells in the subpopulation.

(B) Analysis of 6-month-old WTCcr2�/� parabionts 24 hr after i.v. Clo-Lip treatment. The percentage of enrichment in partner cells within each host is shown. Bar

graphs (mean + SEM) show summary data pooled from two pairs of parabionts.

(C–E) Mixed BM competitive chimeras were analyzed at day 56 or 84, 24 hr after i.v. injection of Clo-Lip. (C) Dot plots showing the percentage of WT andCcr2�/�

BM-derived cells and host radio-resistant cells within the indicated populations. (D) Percentage of BM chimerism and radio-resistance of the indicated pop-

ulations. (E) Pie charts depicting the average absolute cell number and the CCR2 independence (dotted area) in the indicated cell populations.

(F) Waterfall (i.e., differentiation pattern from Ly-6ChiCD64lo to Ly-6CloCD64hi cells) after i.n. CpG treatment in vivo.

(G) Tlr9 mRNA expression in AMs, IMs, and lung monocytes sorted from WT or Tlr9�/� mice.

(H) Western blot of Erk and phospho-Erk (Erk-p) in lung monocytes sorted from Ccr2�/� mice and stimulated ex vivo with saline (CT), ODN, or CpG.

(I) Waterfall of lung monocytes sorted from Ccr2�/� mice and stimulated ex vivo with vehicle or CpG.

(J) Superposition of dot plots of living lung monocytes before and 54 hr after stimulation with CpG.

(K) Absolute numbers of lung monocytes in WT and Ccr2�/� mice before and 1, 3, and 7 days after i.n. CpG instillation.

(L) Incorporation of i.p. EdU injection 24 hr before was assessed at day 0 and 1 day after i.n. CpG instillation inCcr2�/� mice. WT BM cells were used as controls.

Numbers indicate the percentage of EdU+ cells.

Data in (A), (F), (H), (I), and (L) represent one of at least six samples from three independent experiments. Data in (D), (G), and (K) show the mean + SEM and are

pooled from three independent experiments (n = 6–15 per group) (D and K) or two independent sorting experiments (n = 4 samples per group) (G). p values were

calculated with a one-way (D) or two-way (K) ANOVA followed by Tukey’s post hoc tests (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ns, not significant). D, day. See also

Figure S6 for numbers of lungmonocytes before irradiation and after BM reconstitution, as well as after LPS treatment, and ex vivo differentiation of LPS- or CpG-

stimulated lung monocytes from WT or Tlr9�/� mice, respectively.
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We estimated AHR by assessing dynamic airway resistance in anesthetized

animals with a FlexiVent small animal ventilator (SCIREQ). Mice were sacri-

ficed, and BALF, lung, and LN cells were harvested and analyzed as described

previously (Marichal et al., 2010).

Additional details can be found in the Supplemental Information.

Additional Methods

Methodological details regarding cytologic examination, immunohistochem-

istry, microarrays, GSEAs, IL-10 detection, generation of mixed BM chi-

meras and parabiotic mice, EdU incorporation, ex vivo stimulation of tissue

monocytes with CpG and LPS, western blot, real-time PCR, splenectomy,

chemokine detection, and inhibition are described in the Supplemental

Information.

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed with R (version 3.2.4). Data from indepen-

dent experiments were pooled for analysis in each data panel unless otherwise

indicated. Raw data were transformed when needed and were back-trans-

formed for graphical presentation. Assumptions of the normal distribution of

residuals and homoscedasticity were verified with diagnostic plots. We

considered a p value lower than 0.05 to be significant (*p < 0.05; **p < 0.01;

***p < 0.001; ns, not significant).
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living lung monocytes before and 54 hr after stimulation with CpG. Data represent one of at least four samples from two independent experiments.

(C and D) Absolute numbers of Ly-6Chi monocytes in the spleen (C) and lung (D) of WT and Agtr1a�/� mice 1 day after i.n. CpG treatment. Data show the mean +

SEM and represent one of two independent experiments (n = 4 per group).

(E and F) Absolute numbers of Ly-6Chi monocytes (E) or IMs (F) in splenectomized and sham-operatedmice before (day 0) and 1 day (E) or 7 days (F) after i.n. CpG

treatment.

(G and H) Absolute numbers of Ly-6Chi monocytes (G) and Ly-6CloCD64hi macrophages (H) 1 day (G) and 7 days (H) after i.n. or subcutaneous ODN or CpG

treatment of Ccr2�/� mice.

(I and J) Chemokine array was performed on whole lung proteins extracted 8 hr after i.n. PBS, LPS, or CpG treatment of WT mice. (I) Representative blots

depicting the detected signals; the boxes show the most induced chemokines. (J) Quantification of chemokine signal intensity.

(K) Heatmap showing gene expression of the receptors for chemokines that were significantly induced by CpG in (J).

Data in (A), (E)–(H), and (J) show the mean + SEM and are pooled from two (A, F–H, and J) or three (E) independent experiments (n = 3–6 per group). p values were

calculated with a two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc tests (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ns, not significant). Ctrl, control; D, day. See also

Figure S7 for the numbers of spleen monocytes in Ccr2�/� mice and in vivo chemokine neutralization experiments.
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Figure S1, related to Figure 1. Identification of monocyte and macrophage populations 
in the mouse lung: additional analyses. (A) Analysis of steady-state BALF CD45+ cells 
using the gating strategy shown in Figure 1A. >90% of cells are identified as AMs at steady-
state. (B-C) Absolute numbers of IMs (B) at different time points after birth in WT mice and 
(C) in 1-year-old WT and Ccr2-/- mice. (D) WT and Ccr2-/- mice were sutured together for 6 
months. The % of enrichment in WT partner cells within the Ccr2-/- host is shown. (E) 
Density plots showing steady-state IL-10 expression as assessed by detection of 450 nm 
fluorescence (blue fluorescent product of the CCF4 substrate) in CCF4 substrate-loaded cells 
isolated from IL-10-b-lactamase reporter ITIB or WT control mice. Numbers indicate % of 
IL-10+ cells within the cell populations. (F) IL-10 concentration in culture supernatants of 
FACS-sorted IMs from WT, Tlr9-/- or Myd88-/- mice stimulated with LPS (10 ng ml-1) or CpG 
(7 µg ml-1) for 16 hours. (G) Gating strategy identifying monocytes and macrophages in the 
mouse lung (developed in Figure 1A) applied at day 17 to WT mice having received 3 weekly 
i.n. instillations of saline (50µL) or HDM (100 µg in 50 µL). (H) Experimental outline for 
data shown in I. Briefly, APC-conjugated anti-CD45 antibodies were given i.v. 3 minutes 
before euthanasia, and the indicated cell populations were analyzed by flow cytometry. (I) 
Representative dot plots showing binding of anti-CD45 in vivo vs. anti-CD45 ex vivo staining 
on the indicated populations. (J) Absolute numbers of lung monocytes at different time points 
after birth in Ccr2-/- mice. (K) Summary of differentially expressed genes (DE) (P<0.05, FC 
>2) showing DE genes in red in volcano plot and the total number of DE genes in the middle 
of the bidirectional arrows. (L) Heatmap showing relative expression of DE genes of cell 
surface markers displayed in Figure 1C. (A,E,G,I) Results are representative of 1 of ³5 mice 
coming from ³2 independent experiments, each of them giving similar results. (D) Bar graphs 
(mean + SEM) showing summary data pooled from two pairs of parabionts. (B,C,J) Data 
shown mean + SEM and are pooled from 2 independent experiments (n=4-9/group). (F) Data 
show mean + SEM and are representative of 1 of 2 independent sorting experiments. P values 
were calculated using (B,J) a one-way or (F) a two-way ANOVA followed by Tukey's post 
hoc tests, or (C) a two-tailed Student's t test. D, day. 
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Figure S2, related to Figure 2. Quantification of IM and AM numbers, and localization 
and surface phenotype of IMs upon exposure to TLR ligands. (A) Heatmap showing 
relative expression of Tlr on lung monocytes sorted from Ccr2-/- mice, and AMs and IMs 
sorted from WT mice. (B) Experimental outline for data shown in C. (C) Absolute numbers of 
IMs in the lungs of WT mice 7 days following i.n. stimulation with the indicated doses of 
TLR ligands (i.e. 5 nmol) (D) Absolute numbers of CpG IMs before and 7 or 63 days after i.n. 
CpG instillation. (E) C57BL/6 WT mice were injected s.c. or i.p. with 50 µg CpG (in 100 µl 
and 200 µl, respectively). Seven days later (D7), numbers of IMs were determined in the lung 
and compared with mice analyzed at D0. (F-G) Quantification of IMs in the BALF of mice 
i.n. instilled with saline or CpG 7 days earlier. (F) Representative dot plot of BALF CD45+ 
cells using the gating strategy shown in Figure 1A. Numbers indicate the % within the CD45+ 
BALF cells. (G) Absolute BALF and lung IM numbers. (H) Experimental outline for data 
shown in I. Briefly, WT C57BL/6 mice were instilled i.n. with 50 µl saline, or 50 µl saline 
containing the indicated stimulants or pathogens (doses used are shown in brackets). (I) 
Absolute numbers of AMs in the lungs of C57BL/6 WT mice 7 days after i.n. stimulation 
with the indicated TLR ligands and i.n. infection with influenza A virus (PR8 strain) or S. 
pneumoniae (serotype 1). (J) Surface phenotype of lung IMs at steady-state (SS IMs) or 7 
days after i.n. LPS (LPS IMs) or CpG-DNA (CpG IMs) instillations. (C,E,I) Data show mean 
+ SEM and are pooled from 2-3 independent experiments (n=3-12/group). P values were 
calculated using a one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc tests. (D,G) Data show 
mean + SEM and are representative of 1 of 2 independent experiments (n=4/group). P values 
were calculated using (D) a one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc tests and (G) a 
two-tailed unpaired Student's t test. (F,J) Data are representative of 1 of ³6 mice coming from 
(F) 2 or (J) ³3 independent experiments, each of them giving comparable results. D, day.  
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Figure S3, related to Figure 3. Contribution of CpG IMs to the prevention of 
experimental asthma: mucus production. (A-B) Experimental outline is shown in Figure 
3A. Briefly, WT C57BL/6 and Tlr9-/- mice were instilled i.n. with 50 µg ODN or 50 µg CpG, 
were sensitized 7 and 14 days later with 100 µg HDM or saline and were sacrificed 3 days 
later. (A) Representative Periodic Acid-Schiff (PAS) staining of lung sections of the indicated 
groups of mice. (B) Quantification of mucus production as the % positivity of PAS-stained 
goblet cells per total epithelial cells. (C-D) Experimental outline is shown in Figure 3J. 
Briefly, WT C57BL/6 were transferred i.t. on day -1 and 6 with saline or 1.5.106 AMs or CpG 
IMs sorted from WT or Il10-/- mice, sensitized 1 day later with 100 µg HDM or saline and 
sacrificed 3 days after the second sensitization. (C) PAS staining of lung sections of the 
indicated groups of mice. (D) Quantification of mucus production as the % positivity of PAS-
stained goblet cells per total epithelial cells. (A and C) Data are representative of one of ³6 
mice analyzed, each of them giving comparable results. (B and D) Data show mean + SEM 
and are pooled from 2 independent experiments (n=4-6 mice/group). P values were calculated 
using a one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc tests. Scale bar: 32 µm.  
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Figure S4, related to Figure 4. Contribution of CpG IMs to the treatment of 
experimental asthma: mucus production, long-lasting effects of CpG on IM numbers 
and HDM-induced experimental asthma, and contribution of CpG and CpG IMs in the 
protection against OVA-induced experimental asthma. (A-B) Experimental outline is 
shown in Figure 4A. Briefly, WT C57BL/6 and Tlr9-/- mice were instilled i.n. with 100 µg 
HDM or saline at days 0 and 7, were exposed to CpG or ODN at day 14 and challenged with 
HDM at day 21. Mice were sacrificed 3 days after the HDM challenge. (A) Representative 
Periodic Acid-Schiff (PAS) staining of lung sections of the indicated groups of mice. (B) 
Quantification of mucus production as the % positivity of PAS-stained goblet cells per total 
epithelial cells. (C-D) Experimental outline is shown in Figure 4J. Briefly, WT mice 
previously sensitized with 2 i.n. administrations of HDM were transferred i.t. with saline or 
1.5.106 AMs or CpG IMs sorted from WT or Il10-/- mice, challenged 1 day later with 100 µg 
HDM and sacrificed 3 days later. (C) PAS staining of lung sections of the indicated groups of 
mice. (D) Quantification of mucus production as the % positivity of PAS-stained goblet cells 
per total epithelial cells. (A and C) Data are representative of one of ³6 mice analyzed, each 
of them giving comparable results. (B and D) Data show mean + SEM and are pooled from 2 
independent experiments (n=4-6 mice/group). P values were calculated using a one-way 
ANOVA followed by Tukey's post hoc tests. Scale bar: 32 µm. (E) Experimental outline for 
data shown in F-L. Briefly, C57BL/6 WT or ITIB mice (panel J) mice were sensitized with 2 
weekly i.n. administrations of HDM (100 µg) or saline and instilled 7 days later (D14) i.n. 
with CpG or ODN. On D56, mice were challenged with 100 µg HDM and were sacrificed on 
D73. IM numbers were assessed at the indicated time points. (F) Dynamic airway resistance 
upon methacholine inhalation. (G) BALF eosinophil counts. (H) Cytokine concentrations in 
culture supernatants of BLN cells restimulated with HDM. (I) Hematoxylin and eosin (H&E) 
and Periodic Acid Schiff (PAS) stainings of lung sections. (J) Quantification of mucus 
production as the % positivity of PAS-stained goblet cells per total epithelial cells. (K,L) 
Numbers of (K) CpG IMs and (L) IL-10+ CpG IMs at D0, 21 and 70. (F) Data show mean + 
SEM and are representative of 1 of 3 independent experiments (n=4/group), each of them 
giving similar results. (G,H,K) Data show mean + SEM and are pooled from 3 independent 
experiments (n=6-12/group), each of them giving comparable results. (L) Data show mean + 
SEM and are pooled from 2 independent experiments (n=4/group). (I) Data are representative 
of one of ³6 mice analyzed, each of them giving comparable results. (J) Data show mean + 
SEM and are pooled from 2 independent experiments (n=4-6 mice/group). (F-H;K,L,J) P 
values were calculated using a one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc tests. Scale 
bars: 32 µm. (M) Experimental outline for data shown in N-Q. Briefly, C57BL/6 WT mice 
were sensitized i.p. with OVA admixed with alum at D0 and 14 and instilled 7 days later 
(D21) i.n. with CpG or ODN. Alternatively, mice were transferred on D27 with 1.5.106 AMs 
or CpG IMs sorted from WT mice. From D28 to D31, mice were challenged with inhalations 
of OVA 1% (1 hour/day). Mice were sacrificed on D32. (N) Dynamic airway resistance upon 
methacholine inhalation. (O) BALF eosinophil counts. (P) Cytokine concentrations in culture 
supernatants of BLN cells restimulated with OVA. (Q) Quantification of serum OVA-specific 
IgE. (N-Q) Data shown mean + SEM and are representative of 1 of 2 independent 
experiments (n=4-6/group), each of them giving similar results. P values were calculated 
using a one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc tests. 
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Figure S5, related to Figure 5. Dependence of LPS IMs on CCR2, and numbers of AMs 
and IMs before irradiation and following BM reconstitution. (A) Absolute numbers of 
IMs in the lungs of WT and Ccr2-/- mice before and 7 days after i.n. LPS treatment (10 µg). 
(B) Experimental outline for data shown in C-E. Briefly, CD45.1/2+ mice were lethally 
irradiated and reconstituted with equal amounts of CD45.1+ WT and CD45.2+Ccr2−/− BM 
cells. Some mice were instilled with CpG or LPS at day 49 or 77 and analyzed 7 days later. 
(C) Macrophage numbers were assessed over time, as indicated. Absolute numbers of the 
indicated populations before (D0, day 0) irradiation, and 7, 14, 56 and 84 days after BM 
reconstitution. (D) The chimerism of SS IMs and LPS IMs was assessed at day 56 or 84. % of 
BM chimerism and radio-resistance of the indicated populations. (E) Pie charts depicting the 
average absolute cell number (surface area) and the CCR2 independence (dotted area) in the 
indicated cell populations. (D and E) The % of chimerism and the % of CCR2 independence 
of blood B lymphocytes, neutrophils (i.e., 50% chimerism, 100% CCR2 independence) and 
monocytes (i.e. »10% chimerism, »20% CCR2 independence) were used as controls and are 
shown in Figure 5, D-F. (A,C,D) Data show mean ± SEM and are pooled from (A,D) 3 
independent experiments (n=10-15/group), or (C) 2 independent experiments (n=6-7/group), 
each of them giving similar results. P values were calculated using (A) a two-way ANOVA or 
(C,D) a one-way ANOVA followed by Tukey's test for multiple comparisons. D, day.  
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Figure S6, related to Figure 6. Numbers of lung monocytes before irradiation and 
following BM reconstitution, differentiation of lung monocytes upon CpG or LPS 
stimulation ex vivo, monocyte EdU incorporation upon CpG treatment and numbers of 
lung monocytes in WT and Ccr2-/- mice before and 1, 3 and 7 days after i.n. LPS 
instillation. (A) Experimental outline for data shown in B. Briefly, CD45.1/2+ mice were 
lethally irradiated and reconstituted with equal amounts of CD45.1+ WT and CD45.2+ Ccr2−/− 
BM cells. Numbers of lung monocytes were assessed over time, as indicated. (B) Absolute 
numbers of lung monocytes before (D0, day 0) irradiation, and 7, 14, 56 and 84 days after 
BM reconstitution. Data show mean + SEM and are pooled from 2 independent experiments 
(n=6-7/group), each of them giving similar results. (C) Dot plots of living lung monocytes 
sorted from Clo-Lip-treated C57BL/6 WT and Tlr9-/- mice and cultured ex vivo before and 24, 
48 or 54 hours after stimulation with vehicle or CpG. (D) Dot plots of living lung monocytes 
sorted from Ccr2-/- mice and cultured ex vivo before and 24, 48 or 54 hours after stimulation 
with vehicle or LPS. On the right panel, superposition of dot plots of living lung monocytes 
cultured ex vivo before (0h) and 54 hours (54h) after stimulation with LPS. (C-D) Data are 
representative of one of ³5 samples coming from 3 independent experiments. (E) 
Incorporation of EdU (injected i.p. 24 hours before) in classical Ly-6Chi and patrolling Ly-
6Clo lung associated monocytes was assessed at day 0 and 1 day after i.n. CpG instillation in 
WT mice. WT BM cells were used as controls (shown in Figure 6L). Numbers indicate % of 
EdU+ cells. Results are representative of one of ³4 mice coming from 2 independent 
experiments. (F) Absolute numbers of lung monocytes in WT and Ccr2-/- mice before and 1, 3 
and 7 days after i.n. LPS instillation. Data show mean + SEM and are pooled from 2 
independent experiments (n=4-10/group). P values were calculated using (B) a one-way 
ANOVA or (F) a two-way ANOVA followed by Tukey's post hoc tests. 
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Figure S7, related to Figure 7.  Analyses of Ccr2-/- mice: numbers of spleen monocytes, 
and numbers of monocytes and macrophages in the lung following chemokine 
neutralization and i.n. CpG treatment. (A) Absolute numbers of spleen monocytes at 
different time points after birth in Ccr2-/- mice. (B) Experimental outline for in vivo 
chemokine neutralization experiments shown in C-D. Absolute numbers of (C) lung 
monocytes 1 day or (D) CpG IMs 7 days after i.n. CpG instillation in Ccr2-/- mice which 
received i.p. injection of the indicated antibodies. Data show mean + SEM and are pooled 
from 2 independent experiments (n=4-5/group). P values were calculated using (A) a one-way 
or (C,D) a two-way ANOVA followed by Tukey's post hoc tests. 
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Supplemental Experimental Procedures 
 
Mice 
WT CD45.2+ C57BL/6 and WT CD45.1+ C57BL/6 mice were from the Jackson Laboratory. 
CD45.1/2+ WT C57BL/6 mice were obtained by crossing CD45.1+ with CD45.2+ mice. 
Agtr1a-/-, Ccr2-/-, Cx3cr1gfp/+, Il-10-/-, Myd88-/- and Nr4a1-/- mice on the C57BL/6 background 
were from the Jackson Laboratory. Tlr9-/- (Hemmi et al., 2000) and IL-10-β-lactamase 
reporter (ITIB) (Bouabe et al., 2011) mice were described elsewhere. All mice, except 
parabiotic mice that were generated at the Singapore Immunology Network (SIgN, 
Singapore), were housed and bred in institutional specific pathogen-free facilities at the 
GIGA-Research center of the University of Liege (Belgium) and were used at 6-10 weeks of 
age, unless otherwise indicated. All experimental procedures and protocols were reviewed 
and approved by the Institutional Animal Care and Use Ethics Committee of the University of 
Liege (Belgium), except for experiments involving parabiotic mice that were approved by the 
local ethical committee at the Singapore Immunology Network (SIgN, Singapore). 
 The "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals", prepared by the Institute of 
Laboratory Animal Resources, National Research Council, and published by the National 
Academy Press, as well as European and local legislations, were followed carefully. 
 
Reagents and Antibodies 
2.4G2 Fc receptor blocking antibodies were produced in house. Fluorogenic coumarin-
cephalosporin-fluorescein (4)-acetoxymethyl (CCF4-AM) was from Invitrogen. Pam3CSK4, 
Poly(I:C), FLA-BS and R848 were from InvivoGen. MALP-2 was from Enzo Life Sciences. 
LPS from E. coli O55:B5 was from Sigma. Mouse non-CpG DNA (ODN, 5’-
gcttgatgactcagccggaa-3’; Ref. HC4034) and CpG-DNA (5’-tccatgacgttcctgatgct-3’; Ref. 
HC4033) were from Sanbio. Clodronate-containing liposomes or control liposomes were 
from Foundation Clodronate Liposomes. 5-ethynyl-2’-deoxy-uridine (EdU) was from Jena 
Bioscience. HDM extracts (HDM from Dermatophagoides farinae) were from Greer 
Laboratories. OVA grade III and grade V were purchased from Sigma Aldrich. Fluorescent 
HDM was produced by labelling with the Alexa fluor 647 Protein Labelling kit (Molecular 
Probes). 
 PE-conjugated anti-B220 (clone RA3-6B2), APC-, FITC-, PerCP-Cy5.5- and V500-
conjugated anti-CD45.2 (clone 104), PE-conjugated anti-CD64 (clone X54-5:7.1), PE-Cy7-
conjugated anti-CD11b (clone M1/70), APC- and APC-Cy7-conjugated anti-CD11c (clone 
HL3), PerCP-Cy5.5-, BV421-conjugated anti-CD49b (clone DX5), FITC-conjugated anti-
Ly6C (clone AL-21), PE- and PE-Cy7-conjugated anti-Ly6g (clone 1A8), APC-conjugated 
anti-MHCII (clone AF6-120.1), PE-conjugated anti-NK1.1 (clone PK136), PE-conjugated 
anti-SiglecF (clone E50-2440) were purchased from BD Pharmingen. APC-conjugated anti-
CD45.1 (clone A20), FITC-conjugated anti-CD11b (clone M1/70), efluor660-conjugated anti-
CD169 (clone SER-4), PerCP-Cy5.5-conjugated anti-CD19 (clone 1D3), PE-conjugated anti-
CD115 (clone AFS98), efluor 450-conjugated anti-CD3 (clone 17A2), PerCP-Cy5.5-
conjugated anti-CD62L (clone MEL-14), biotin-conjugated anti-CD86 (clone GL-1), efluor 
660-, PerCP-efluor710-conjugated anti-CD90.2 (clone 30H12), PE-conjugated anti-F4/80 
(clone BM8) were from eBioscience. BV421-conjugated anti-CD64 (clone X54-5:7.1) and 
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PerCP-Cy5.5-conjugated anti-MHCII (clone M5/M4.15.2) were from Biolegend. PE-
conjugated anti-CCR2 (clone 475301), and APC-conjugated anti-merTK (clone 108928) were 
from R&D systems. Anti-CD11b MicroBeads were from Miltenyi Biotec. Appropriate 
isotype control antibodies were purchased from the same respective manufacturers.  

Rabbit anti-phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) and anti-b-Actin (clone D6A8) 
antibodies were from Cell Signaling Technology. Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated 
goat anti-rabbit IgG antibody was from Kirkegaard & Perry Laboratories. 
 Goat anti-CCL2, rat anti-CCL5 (clone 53405) and rat anti-CCL9 (clone 62105) 
neutralizing antibodies were from R&D Systems. Appropriate isotype control antibodies were 
purchased from the same manufacturer. 
 
Cell isolation, staining and flow cytometry 
To obtain single-lung-cell suspensions, lungs were perfused with 10 ml of PBS through the 
right ventricle, cut into small pieces, and digested for 1 h at 37°C in HBSS containing 1 mg 
ml-1 collagenase A (Roche) and 0.05 mg ml-1 DNase I (Roche). Single-cell suspensions were 
then enriched in mononuclear cells by harvesting cells from the 1.080:1.038 g ml-1 interface 
using a density gradient (Easycoll from VWR). Blood was collected and mixed with EDTA 
(100 mM), and red blood cells were lysed with RBC lysis buffer (eBioscience). To obtain 
single-heart and liver-cell suspensions, these organs were cut into small pieces and digested 
for 1 h at 37°C in HBSS containing 1 mg ml-1 collagenase A (Roche) and 0.05 mg ml-1 DNase 
I (Roche). 
 Cell phenotyping and sorting were performed on a FACSCANTO II and a 
FACSARIA III (BD Biosciences), respectively. Staining reactions were performed at 4°C 
after incubation with 2.4G2 Fc receptor blocking antibodies to reduce non-specific binding.  
 Regarding cell phenotyping and sorting, FSC-W and FSC-A discrimination was used 
to exclude doublet cells, and ViaProbe (7-AAD) cell viability solution (BD Biosciences) was 
used to discriminate between dead and living cells. In experiments aimed at isolating lung Ly-
6ChiCD64lo classical monocytes, Ly-6CloCD64lo patrolling monocytes, AMs, SS IMs, CpG 
IMs, or splenic monocytes, lung mononuclear cells and splenic cells were first enriched in 
CD11b-expressing cells by MACS using CD11b microbeads. Results were analyzed with 
FlowJo software (Tree Star). 
 
Cytologic examination 
Cytologic examination of FACS-sorted populations was performed on cytospin preparations 
stained with Hemacolor® (Merck KgaA). Sections were examined with a FSX100 
microscope (Olympus). 
 
Vascular monocytes/macrophage depletion 
WT or Ccr2-/- mice were injected i.v. with 200 µl of clodronate-containing liposomes (Clo-
Lips) or empty liposomes (PBS-Lips), and lung cells were harvested 24 hours later. 
 
Assessment of IL-10 expression in ITIB mice and IL-10 production ex vivo  
To assess IL-10 expression using IL-10-b-lactamase reporter ITIB mice (Bouabe et al., 2011), 
lung cells from IL-10-b-lactamase reporter ITIB and control WT mice were resuspended in a 
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CCF4-AM-containing solution supplemented with probenecid (Invitrogen), prepared 
according to the manufacturer’s instructions, and incubated 90 min at 29°C. Briefly, CCF4-
AM is a lipophilic ester derivative that consists of a cephalosporin core bridging a 7-
hydroxycoumarin to a fluorescein. Once inside the cell, the ester groups are readily 
hydrolysed by cytoplasmic esterases, releasing the negatively charged form, CCF4, which is 
thus trapped in the cytosol (using inhibitor for anion transporters, such as probenecid, further 
increase trapping substrate/product within the cells). Exciting intact CCF4 at 405 nm induces 
fluorescence resonance energy transfer (FRET) from the coumarin to the fluorescein that 
subsequently emits green light. After cleavage of the ß-lactam ring of CCF4 by ß-lactamase, 
which is expressed under the control of the Il10 gene promoter, the two fluorophores are 
separated, resulting in the disruption of FRET. Excitation at 409 nm now results in blue 
fluorescence detectable at 450 nm. CCF4-loaded cells were then classically stained and 
analyzed by flow cytometry. CCF4-loaded WT cells were used as negative controls.  
 For IL-10 production ex vivo, classical monocytes, patrolling monocytes, AMs and 
IMs were FACS-sorted from naive WT mice and 2x105 cells were cultured in 200 µl of RPMI 
medium supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS) and additives (L-glutamine 
8mM, MEAA 0.1 mM, Pyruvate Na 1mM, Penicillin/streptomycin 50 UI ml-1, β-
mercaptoethanol 0.5mM) in a 96 well plate during 16 h. In some experiments, IMs isolated 
from WT, Tlr9-/- or Myd88-/- mice were cultured and stimulated during 16h with LPS (10 ng 
ml-1) or CpG (7 µg ml-1). Concentrations of IL-10 were measured by ELISA (eBioscience) in 
culture supernatants. 
 
Quantification of monocytes/macrophages numbers  
Lung cell numbers were counted following whole lung digestion and mononuclear cell 
enrichment by the use of a hemocytometer. The numbers of monocytes/macrophages were 
determined according to the gating strategy shown in Figure 1A. 

Total BALF cell numbers were counted by the use of a hemacytometer. The numbers 
of SS IMs and CpG IMs were determined according to the gating strategy shown in Figure 
1A. 
 Total splenic, cardiac, liver and bone marrow cell numbers were counted following 
tissue dissociation by the use of a hemacytometer. The numbers of splenic, cardiac, liver and 
bone marrow monocytes or macrophages were determined according to the gating strategy 
described by Swirski and collaborators (Swirski et al., 2009) or shown in Figure 1A, 
respectively. 
 
Immunohistochemistry 
Lungs were fixed in 4% formalin, paraffin-embedded and cut in 5 µm thick sections. 
Deparaffinized tissues were dewaxed and endogenous peroxides were blocked with hydrogen 
peroxide 3% (Merck). Tissue sections were then immersed in protein block serum free (Dako) 
for 10 min at room temperature. Mouse lung sections were stained with a rat anti-mouse Ly-
6C (dilution 1/50) for 2 h at room temperature (Abcam) followed by a HRP-coupled rabbit 
anti-rat staining (dilution 1/400) for 40 min at room temperature (Abcam). Peroxidase activity 
was revealed using the 3,3’-diaminobenzidine hydrochloride kit (Dako), and tissues were then 
counter-colored with Carazzi's hematoxylin. Slides were mounted on Eukitt medium (Fluka 
Analytical). 
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In vivo labeling of vascular leukocytes 
WT mice were injected i.v. with 0.5 µg of anti-CD45.2 antibodies. The antibody was allowed 
to circulate for 3 minutes prior to euthanasia in order to label all leukocytes in the vascular 
space. Lungs were then harvested without being perfused and the monocyte/macrophage 
populations were analyzed by flow cytometry.  
 
Airway exposure to TLR ligands and pathogens 
Lightly isoflurane anesthetized mice were instilled i.n. with 50 µl saline or 50 µl saline 
containing various TLR ligands (i.e. Pam3CSK4 25 µg; Poly(I:C) 50 µg; LPS 10 µg; FLA-BS 
1 µg; MALP-2 1 µg; CpG-DNA 50 µg) or respiratory pathogens (i.e. influenza A 5 PFU; S. 
pneumoniae serotype 1, clinical isolate E1586, 105 CFU). The doses of TLR ligands used 
were chosen according to the ones found in the literature: Pam3CSK4 (Andrade et al., 2013; 
Chen et al., 2016); Poly(I :C) (Errea et al., 2015; LeMessurier et al., 2013); LPS (Chen et al., 
2014; Hiroshima et al., 2014); FLA-BS (Errea et al., 2015; Munoz et al., 2010); MALP-2 
(Reppe et al., 2015); R848  (Marino et al., 2011; Van et al., 2011); CpG (Hickey et al., 2013; 
Vogel and Brown, 2015). Influenza type A virus strain A/PR/8/34 (PR8) was provided by Dr 
François Trottein (Institut Pasteur de Lille, France). In experiments shown in Figure S2B and 
S2C, the concentration of the TLR ligands used was corresponding to 5 nmoles for each 
stimulant. 
 
House dust mite-induced model of asthma and CpG treatments.  
Lightly isoflurane anesthetized WT, ITIB or Tlr9-/- mice were sensitized by two weekly i.n. 
instillations of vehicle (LPS-free saline) or HDM extracts (100 µg in 50 µl) on day 0 and on 
day 7. In experiments shown in Figure 3E and 3F, mice were sensitized by HDM on day 0 
and AlexaFluor-labeled HDM on day 7.  
 For assessing the effects of CpG in preventing asthma development (Figure 3), mice 
were instilled i.n. with 50 µl saline containing 50 µg ODN or 50 µg CpG 7 days before the 
first HDM treatment. Mice were sacrificed 3 days after the second HDM treatment (day 10). 
In adoptive transfer experiments, WT mice were transferred i.t. with 1.5x106 AMs or CpG 
IMs sorted from CpG-treated WT or Il-10-/- mice (mortality rate varying between 40 and 60% 
in CpG-injected Il-10-/- mice, but not WT mice, unpublished observation), or vehicle (50 µl 
saline), 24 hours before each HDM treatment (days -1 and 6). 
 For assessing the curative effects of CpG on established asthma (Figure 4), mice were 
instilled i.n. with 50 µl saline containing 50 µg ODN or 50 µg CpG 7 days after the second 
HDM treatment (day 14). Seven days later (day 21), mice were challenged by an i.n. 
instillation of vehicle (LPS-free saline) or HDM (100 µg in 50 µl). In experiments shown in 
Figure 4E and 4F, mice were challenged by AlexaFluor-labeled HDM on day 21. Mice were 
sacrificed at day 24. In adoptive transfer experiments, WT mice were transferred i.t. with 
1.5x106 AMs or CpG IMs sorted from CpG-treated WT or Il-10-/- mice (mortality rate varying 
between 40 and 60% in CpG-injected Il-10-/- mice, but not WT mice, unpublished 
observation), or vehicle (50 µl saline), 24 hours before the last HDM challenge (day 20). In 
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experiments assessing the long-lasting effects of CpG on established asthma, mice were 
challenged with HDM 8 weeks after a single CpG instillation and were sacrificed 3 days later. 
  
Assessment of the asthmatic response in HDM-exposed mice 
AHR was estimated by assessing dynamic airway resistance in anesthetized animals subjected 
to increasing doses of methacholine using a FlexiVent small animal ventilator (SCIREQ), as 
previously described	(Gueders et al., 2009). Mice were sacrificed and BALF, lungs and lymph 
node cells were harvested and analyzed as described previously (Marichal et al., 2010). 
Briefly, BALF eosinophilia was evaluated by total and differential cell counts, lung 
inflammation and mucus production were evaluated on H&E- and PAS-stained lung sections, 
respectively. Mucus production was also quantified as the percentage of PAS-stained goblet 
cells per total epithelial cells in randomly selected bronchi. Seven randomly selected sections 
were analyzed per murine lung. Bronchial lymph node cells were cultured in vitro in 
supplemented Click’s medium (10% FBS, L-glutamine 8mM, modified essential amino acids 
0.1 mM, sodium pyruvate 1mM, Penicillin/Streptomycin 50 UI ml-1 and β-mercaptoethanol 
0.5mM) with or without HDM restimulation (30 µg ml-1). Culture supernatants were assayed 
for cytokine production (IL-4, IL-5, IL-13) by ELISA (eBioscience) after 3 days of culture. 

To assess DC maturation and migration, mice were injected i.n. with 100 µg of HDM 
labeled with Alexa fluor-647 or saline at day 7 (Figure 3E and 3F) or at day 21 (Figure 4E 
and 4F). Mice were sacrificed 24 hours later. BLN were minced, and total cell numbers were 
counted by the use of a hemacytometer. The number of antigen-positive DCs (i.e. 
HDM+CD11chiMHC-IIhi cells) was determined in the BLN by flow cytometry. The extent of 
lung DC maturation was determined by quantifying surface expression of the maturation 
markers CD86 and MHC-II on lung total DCs (i.e. non-autofluorescent CD11chiMHC-IIint/hi 
cells) by flow cytometry. 
 
OVA/Alum-induced model of asthma and CpG treatments 
WT mice were sensitized on days 0 and 14 by i.p. injection of 100 µl saline containing 10 µg 
OVA (grade V) admixed with 100 µl Imject Alum (Pierce). Sham-immunized mice received 
100 µl saline mixed with 100 µl Imject Alum. On days 28–31, mice were challenged by 
exposure to an aerosol of 1% OVA (w/v; grade III) in saline for 1 hour. For assessing the 
curative effects of CpG on established asthma, mice were instilled i.n. with 50 µl saline 
containing 50 µg ODN or 50 µg CpG 7 days before the aerosol challenge (day 21). Mice were 
sacrificed 24 hours after the last challenge (day 32). In adoptive transfer experiments, WT 
mice were transferred i.t. with 1.5x106 of AMs or CpG IMs sorted from CpG-treated WT 
mice or vehicle (50 µl saline) 24 hours before the OVA challenge (day 27).  
 Read-outs used for assessment of the asthmatic response was performed similarly as 
for the HDM-induced asthma models, except that BLN were restimulated with OVA (50 µg 
ml-1, grade V) and that a quantification of OVA-specific IgE was also performed, as described 
(Marichal et al., 2011).  
 
Generation of bone marrow mixed chimeras and parabiotic mice 
Twelve week-old CD45.1/2+ WT C57BL/6 mice were lethally irradiated with two doses of 6 
Gy 3 hours apart. Two hours after the second irradiation, these mice were injected i.v. with 
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2x106 BM cells consisting of a 1:1 mix of BM cells obtained from CD45.1+ C57BL/6 and 
CD45.2+ Ccr2-/- C57BL/6 mice. Mice were treated with antibiotics (Baytril, Bayer, 0.05 
mg.ml-1 in drinking water) from the day before irradiation until the time of sacrifice. Cell 
numbers were evaluated 7, 14, 56 and 84 days later and chimerism was assessed 56 and 84 
days later. In some experiments, such BM mixed chimeras were instilled with CpG or LPS 7 
days before the analysis. 
 Parabiotic mice were generated by suturing age- and weight-matched WT CD45.1+ 
and Ccr2-/- CD45.2+ mice at the age of 6 weeks. Mice were analyzed at 6 months of age.  
 
Assessment of cell proliferation using EdU incorporation 
One, two or three days after i.n. administration of CpG, C57BL/6 WT or Ccr2-/- mice were 
injected i.p. with EdU (1 mg in 400 µl). Mice were sacrificed 24 hours later and incorporation 
of EdU was assessed by flow cytometry. 
 
Ex vivo stimulation of tissue monocytes with CpG and LPS 
Lung and splenic monocytes were sorted by FACS according to the gating strategy described 
in Figure 1a and by Swirski and collaborators (Swirski et al., 2009), respectively. Two 

hundred thousands (2x105) cells were cultured in RPMI medium supplemented with 10% FBS 
and additives (L-glutamine 8 mM, MEAA 0.1 mM, Pyruvate Na 1mM, 
Penicillin/streptomycin 50 UI ml-1, β-mercaptoethanol 0.5 mM), with or without CpG (7 µg 
ml-1) or LPS (10 ng ml-1) in a 24-well plate. Twenty-four, 36, 48 and 54 hours later, cells were 
harvested and phenotyped. ViaProbe (7-AAD) cell viability solution was used to discriminate 
between dead and living cells. 
 
Western blot 
Five hundred thousands lung monocytes were sorted by FACS from naive Ccr2-/- mice and 
were cultured in RPMI medium supplemented with 10% FBS and additives (L-glutamine 
8mM, MEAA 0.1 mM, Pyruvate Na 1mM, Penicillin/streptomycin 50UI ml-1, β-
mercaptoethanol 0.5mM) in a 12-well plate. Cells were treated with or without ODN or CpG-
DNA (7 µg ml-1) for 30 minutes. Cells were then harvested, centrifuged and pellets were 
lysed in radioimmunoprecipitation assay (RIPA) lysis buffer with 1 mM Na3VO4, 10 mM 
NaF and complete protease inhibitor (Roche Diagnostics). Protein extracts were added to 
Laemmli buffer, boiled and run on a 10% polyacrylamide-SDS gel; after electrophoresis, gels 
were electro-transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane (PVDF) for western-
blotting. Nonspecific binding was blocked in 20 mM Tris, pH 7.5, 500 mM NaCl, 0.2% 
Tween 20 (TBS-Tween), and 5% dry milk during 1 h. Membranes were then incubated with 
rabbit anti-phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2), anti-p44/42 MAPK (Erk1/2) or anti-b-Actin 
antibodies (1:1,000; Cell Signaling Technology) overnight at 4°C, rinsed with TBS-Tween 
and further incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgG 
(1:5,000; Kirkegaard & Perry Laboratories) for 60 min at room temperature. Result was 
visualized using an enhanced chemiluminescence system (ECL kit; Amersham) followed by 
autoradiography with Fuji x-ray films. 
 
mRNA isolation, microarray and Gene Set Enrichment Analyses  
Singlet living Ly-6ChiCD64lo cells from Ccr2-/- or WT mice, and AMs, SS IMs and CpG IMs 
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from WT mice were directly sorted in Trizol® (Life Technologies). The 4 cell populations 
were sorted in duplicate (CpG IMs) or triplicate (all the others), yielding a total of 11 samples. 
Total RNA was purified using Direct-zol® kit (Zymo Research) following manufacturer’s 
recommendations. For each cell type, total RNAs were eluted in a total of 175 µl of water. 
Eluted RNAs were incubated with DNase for 10 min at room temperature in a total volume of 
200 µl using the RNase-Free DNase Set from Qiagen (Venlo), followed by purification on 
RNeasy® Micro columns (Qiagen) and final elution in 50µl water. RNAs were quantitatively 
and qualitatively verified using Agilent RNA 6000 Pico Kit run on an Agilent 2100 
Bioanalyzer. Concentrations were around 1ng/µl and RNA Integrity Numbers were above 8.  
 1.5ng RNA was used to generate fragmented and biotin-labeled ssDNA targets using 
GeneChip® WT Pico Reagent Kit (Affymetrix). The fragmented and labeled targets were 
hybridized to GeneChip® Mouse Gene 1.0 ST Arrays following standard Affymetrix 
protocol, which includes overnight hybridization at 45°C and 60 rpm in an Affymetrix 
GeneChip Hybridization Oven 645. The arrays were then washed and stained in an 
Affymetrix GeneChip Fluidics Station 450. 
 Microarrays were analyzed using R (version 3.3.1) and Bioconductor	 (Huber et al., 
2015). Raw data were background-corrected and quantile-normalized using “Robust 
Multichip Average algorithm” (RMA) from “oligo” package. Normalized data were then 
annotated using “mogene10sttranscriptcluster.db” annotation package.  

Differential expression analysis between Ly-6Chi monocytes from Ccr2-/- mice and 
Ly-6Chi monocytes from WT mice was performed using “Linear Models for Microarray 
Data” (Limma) package in Bioconductor, with thresholds as following: Benjamini Hochberg 
adjusted P value  (adj P value) < 0.05 AND Fold Change (FC) > 2 or < 0.5, and after having 
filtered out non annotated probes. Differential expression analysis between SS IMs and CpG 
IMs was performed identically, excepted for adj P value threshold set to 0.05. Volcano plot of 
differences between Ly-6Chi monocytes from Ccr2-/- mice and Ly-6Chi monocytes from WT 
mice was obtained by plotting log2 (FC) on the x axis and –log10 (adj P value) on the y axis 
for all probes present in the Affymetrix GeneChip® Mouse Gene 1.0 ST Array, including non 
annotated ones.  

Heatmaps were generated by plotting normalized expression values of relevant 
samples and genes using “heatmap.2” function from “gplots” package.  

Principal Component Analysis (PCA) was performed using “prcomp” function on 
normalized expression values of AMs, SS IMs and CpG IMs. Values of principal components 
1, 2 and 3 were then tridimensionnally plotted using “plot3d” function of “rgl” package. 
Percentages shown on each axis indicate the % of variability explained, with PC1 explaining 
the most variability. 
 In order to identify biological signatures of CpG IMs compared to SS IMs, we decided 
to employ the commonly used non-parametric, rank based tool, Gene Set Enrichment 
Analysis (GSEA version 2.2.2)	(Subramanian et al., 2005). Microarray normalized expression 
data of SS IMs (3 samples) and CpG IMs (2 samples) were used by GSEA as dataset to rank 
genes between the two cell types. Since (i) CpG IM class contains 2 samples and (ii) RMA 
normalized data are in log scale, « Diff_of_Classes » method was chosen to rank genes in the 
dataset. Enrichment analysis was then performed using hallmark gene sets of MsigDB 
database. 
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Real-time PCR analysis 
Singlet living lung Ly-6Chi cells from Ccr2-/- mice, and lung IMs, AMs and splenic 
monocytes from WT mice were directly sorted in Trizol® (Life Technologies). Total RNA 
was isolated using Direct-zol® kit (Zymo Research) following manufacturer’s 
recommendations. Complementary DNA was obtained using RevertAid First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific). Quantitative real-time PCR were performed in 
duplicates using ABsolute Blue qPCR SYBR Green ROX Mix (Thermo Fisher Scientific) and 
ABI 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) under the following 
conditions: (1) initial denaturation at 95°C for 15 min followed by (2) 40 cycles of 95°C 15 s 
and 60°C 1 min. Primer sequences were as followed :. 5’-
AGCTGAACATGAACGGCATCT-3’ and 5’-	GATCGGCCAGCCATCTGA-3’ for Tlr9, 5’-
AGCCCAGTGTTACCACCAAG-3’ and 5’-ACCCAAGAACAAGCACAAGG-3’ for the 
housekeeping gene Ubc, 5’-CATGGCTCGCTCGGTGACC-3’ and 5’-
AATGTGAGGCGGGTGGAACTG-3’ for the housekeeping gene B2m, 5’-
AGCTACTGTAATGATCAGTCAACG-3’ and 5’-AGAGGTCCTTTTCACCAGCA-3’ for 
the housekeeping gene Hprt. Expression levels of TLR9 were normalized relative to three 
control genes (Ubc, B2m and Hprt) using qBase+ software (Biogazelle). 
 
s.c. and i.p. CpG treatments 
WT mice were injected s.c. or i.p. with 100 µl saline or 200 µl (i.p.) or 100 µl (s.c.) saline 
containing 50 µg CpG. Mice were analyzed 7 days later.  
 
Splenectomy 
Ccr2-/- mice were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine (75 mg kg-1), xylazine 
(10 mg kg-1) and buprenorphine (0.05 mg kg-1). A transversal incision was made on the left 
lower back of the mice to expose the spleen. Spleen was resected and vessels were cauterized. 
The incision was sutured. Sham-operated mice underwent the same procedure without 
removal of the spleen. 
 
Chemokine array 
Lightly isoflurane anesthetized WT mice were instilled i.n. with 50 µl saline or 50 µl saline 
containing either CpG (50 µg) or LPS (10 µg). Eight hours later, mice were sacrificed and 
lungs were harvested without being perfused. Lungs were homogenized with an UltraTurrax 
homogenizer (IKA) in 2 ml saline containing complete protease inhibitor (Roche 
Diagnostics). Samples were then centrifuged for 10 minutes at 16,000 x g and supernatants 
were tested for the presence of chemokines using a chemokine antibody array (Abcam) 
according to manufacturer instructions. Membranes were developed and digitized for analysis 
using ImageJ. Each sample spot density was measured, averaged and normalized to 
membrane reference spots. 
 
Chemokine inhibition 
Ccr2-/- mice were injected i.p. with neutralizing anti-CCL2 (200 µg), anti-CCL5 (50 µg), anti-
CCL9 (50 µg) antibodies or a combination of these 3 antibodies, 30 minutes before an i.n. 
administration of CpG. Control mice received the appropriate isotype controls. The numbers 
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of lung monocytes and CpG IMs were analyzed 1 day and 7 days after CpG administration, 
respectively. 
 
Statistical Analysis 
Statistical analyses were performed using R (version 3.2.4). Data from independent 
experiments were pooled for analysis in each data panel, unless otherwise indicated. Raw data 
was transformed when needed and was back-transformed for graphical presentation. Respect 
of the assumptions of normal distribution of residuals and homoscedasticity was verified 
using diagnostic plots. We considered a P-value lower than 0.05 as significant. *, P<0.05; **, 
P<0.01, ***, P<0.001; ns, not significant. 
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Abstract

Conventional dendritic cells (DCs) are considered to be the prime initiators of airway allergy. Yet, it remains unclear whether
specific DC subsets are preferentially involved in allergic airway sensitization. Here, we systematically assessed the
respective pro-allergic potential of individually sorted lung DC subsets isolated from house dust mite antigen (HDM)-treated
donor mice, following transfer to naı̈ve recipients. Transfer of lung CD11c+CD11b+ DCs, but not CD11c+CD11b2CD103+ DCs,
was sufficient to prime airway allergy. The CD11c+CD11b+ DC subpopulation was composed of CD11c+CD11b+Ly6C+

inflammatory monocyte-derived cells, whose numbers increase in the lungs following HDM exposure, and of
CD11c+CD11b+Ly6C2 DCs, which remain stable. Counterintuitively, only CD11c+CD11b+Ly6C2 DCs, and not
CD11c+CD11b+Ly6C+ DCs, were able to convey antigen to the lymph nodes and induce adaptive T cell responses and
subsequent airway allergy. Our results thus support that lung resident non-inflammatory CD11c+CD11b+Ly6C2 DCs are the
essential inducers of allergic airway sensitization to the common aeroallergen HDM in mice.
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Introduction

Because it is key to the understanding, prevention and treatment

of airway allergy, the question of how inhaled allergens lead to the

activation of TH2 responses, the major orchestrators of allergy [1],

is a subject of intense investigation. Over the last decade, a strong

case has been built for a model in which lung conventional

dendritic cells (DCs), the most "professional" lung antigen

presenting cells, act as antigen-sampling sentinels responsible for

the initial activation of TH2 cells [2,3]. Indeed, DCs are present

throughout the respiratory system as a network of immune cells

that rapidly take up inhaled antigens and convey them to the lung

draining lymph nodes where they may activate antigen-specific T

cell responses [4]. The notion that DCs play a seminal role in

allergic airway sensitization received support from ablation studies

using transgenic mice expressing the diphteria toxin receptor

(DTR) under the dependence of the Cd11c promoter (CD11c-

DTR mice), in which administration of diphteria toxin allows for

the depletion of DCs in the lung and lung draining lymph nodes.

Diphteria toxin-treated CD11c-DTR mice indeed are impaired in

their ability to mount TH2 responses and airway allergy in models

of allergic airway sensitization to house dust mite antigens (HDM),

the major respiratory allergens in humans [5]. Adoptive transfer

experiments have also been extensively used as an alternative to

ablation approaches to support a role for DCs in allergic airway

sensitization. Classically, in these experiments, DCs isolated from

the spleen of naı̈ve mice [6] or derived in vitro from bone marrow

progenitor cells [7] are loaded with antigen through in vitro culture,

and transferred to naı̈ve recipient mice, in which they induce

antigen-specific TH2 responses.

Lung DCs are now known to represent a heterogeneous cell

population [3]. In the steady-state, lung DCs comprise

CD11c+CD11b2CD103+ DCs and CD11c+CD11b+ DCs [8,9]

and upon allergen exposure, the pool of CD11c+CD11b+ DCs

expands due to the recruitment of inflammatory DCs, which are

thought to derive mainly from blood Ly6C+ monocytes [5,10].

Recent evidence supports that these lung DC subsets may have

specialized functions, for instance in the induction of adaptive

antiviral responses [2,3].

Whether a specific subset of lung DCs is involved in allergic

airway sensitization however remains unclear, as recent studies

yielded contradictory conclusions. In a first report, Hammad et al.

[5] principally ruled out a major role of basophils as antigen-
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presenting cells in the development of allergen-specific TH2 cells,

but also proposed that inflammatory DCs instead are able to

induce airway allergy to HDM. The authors aimed at demon-

strating this latter conclusion in vivo by combining two approaches.

First, they showed that intraperitoneal (i.p.) adoptive transfer of

total DCs or FceRI+DX52 cells (containing approximately 75% of

CD11c+ DCs) isolated from the lung draining lymph nodes of

HDM-treated donor mice is sufficient to induce allergic sensiti-

zation in naı̈ve recipient mice. As a second line of evidence, they

observed that allergic airway sensitization may be transferred by

bone marrow precursors differentiated into bone marrow-derived

DCs (BMDCs) by GM-CSF (granulocyte macrophage-colony

stimulating factor) treatment, which supposedly resemble in-

flammatory DCs, but not by BMDCs derived from precursors

cultured with Flt3-ligand (Fms like tyrosine kinase 3 ligand), which

supposedly more closely resemble steady-state DCs [11]. As

a cautionary note yet, a very recent study suggests that this concept

should be revisited as it showed that inflammatory DCs in the lung

develop independently of GM-CSF, whereas this cytokine is

involved in the development and homeostasis of non-inflammatory

resident CD11b2CD103+ and CD11b+ DCs [12]. In contrast with

a scenario involving inflammatory DCs, a second recent study

proposed that CD11b2CD103+ DCs instead are involved in

allergic airway sensitization, whereas CD11b+ DCs in general

would only be able to prime allergen-specific TH1 responses [13].

To support this conclusion, Nakano et al. observed that naı̈ve T

Figure 1. Allergic airway sensitization by adoptive transfer of lung DCs. Naive mice were transferred i.t. with FACS-sorted lung CD11c+ DCs
from saline- or HDM-treated donors, challenged 10 and 11 d later with HDM and sacrificed 3 d later (n = 6 recipient mice per group). A, Gating
strategy and post-sort phenotype of lung DCs from saline- and HDM-treated donor mice. Alveolar macrophages (in blue) were excluded based on
their autofluorescence and CD11chi phenotype. B, Total and differential cell counts in BAL fluid. C, Hematoxylin and eosin (HE, upper panels) and
periodic acid-Schiff (PAS, lower panels) staining of lung sections (scale bar: 100 mm). D, Measurement of dynamic airway resistance. E, Proliferation of
BLN cells after in vitro HDM stimulation. F, ELISA measurement of IL-4, IL-5, IL-13, IL-17 and IFN-c in the supernatant of HDM-stimulated BLN cells.
doi:10.1371/journal.pone.0053242.g001

CD11b+Ly6c– Dendritic Cells Prime Airway Allergy
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cells cultured with CD11b2CD103+ DCs derived from the lung or

draining lymph node of allergen-exposed mice preferentially

produce TH2 cytokines following activation with phorbol myristate

acetate and ionomycin or with anti-CD3 and –CD28 agonistic

antibodies. T cells cocultured in the same conditions with CD11b+

DCs in contrast produced mainly TH1 cytokines [13]. To support

that CD11b2CD103+ DCs indeed may prime airway allergy

in vivo, the same authors reported that BXH2 mice, which lack

CD103+ DCs due to a point mutation in the interferon (IFN)

regulatory factor (Irf)8 gene [14], are protected from airway allergy

induced by endotoxin-adjuvanted ovalbumin (OVA) and house

dust extracts [13]. However, BXH2 mice also lack CD8a+ lymph

node DCs [14], and present additional immunological alterations

[15,16].

Clearly, notwithstanding the advances they allowed or sug-

gested, current ablation and genetic deficiency models have

significant limitations when it comes to the identification of lung

DC subsets involved in allergic airway sensitization. Indeed,

ablation studies in DTR transgenic mice only allow the depletion

of DCs at once in the lung and the lung draining lymph nodes and

affect multiple DC subsets [17,18]. They may furthermore lead to

DC-unrelated effects [19,20]. Similar limitations apply to models

of genetic deficiency in given transcription factors [14].

Although adoptive transfer studies may offer a valid alternative

to ablation studies, most past attempts used spleen and bone

marrow-derived DCs, which are only handy surrogates for lung

DCs and may have a very different biology. Here, using a model of

adoptive transfer of lung DCs isolated from HDM-exposed mice,

we studied the pro-allergic activity of the different subsets of lung

cells classically identified as lung DCs in a systematic dichotomic

approach.

Materials and Methods

Mice
Wild-type CD45.1 and CD45.2 C57Bl/6 mice were from The

Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). All mice were housed and

bred in our specific pathogen free facility. Females were used at 8–

10 weeks of age. All experiments were conducted with approval of

the Institutional Animal Care and Use Committee of the

University of Liège. We also followed the "Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals" prepared by the Institute of

Laboratory Animal Resources, National Research Council, and

published by the National Academy Press (revised 1996).

Reagents and Abs
Lyophilized HDM (Dermatophagoides pteronyssinus) extracts were

from Greer Laboratories (Lenoir, NC). OVA-fluorescein isothio-

cyanate (FITC) was from Invitrogen (Life Technologies Ltd.,

Paisley, Scotland). Methacholine was from Sigma-Aldrich (St

Louis, MO). Allophycocyanin (APC)-eFluor780-conjugated anti-

CD11c (N418), biotinylated anti-CD40 (1C10), biotinylated anti-

CD86 (GL1), biotinylated anti-CD80 (16-10A1), biotinylated anti-

FceRI a (MAR-1), biotinylated anti-F4/80 (BM8), biotinylated

anti-CCR7 (4B12), biotinylated anti-Jagged-2 (HMJ2-1), biotiny-

lated anti-CD8a (53-6.7), Phycoerythrin(PE)-conjugated anti-

ICOS-L (HK5.3), PE-conjugated anti-Jagged-1 (HMJ1-29) and

PE-conjugated anti-TIM-4 (RMT4-54) were from eBioscience

(San Diego, CA). 7-aminoactinomycin (7-AAD), FITC-conjugated

anti-CD103 (M290), V450-conjugated anti-CD11b (M1/70),

FITC-conjugated anti-Ly6C (AL-21), biotinylated anti-MHC class

II (I-Ab) (AF6-120.1), APC-conjugated anti-SIRPa (P84), APC-

conjugated anti-Ly6C (AL-21), APC-conjugated anti-CD117 (c-

kit; 2B8), biotinylated anti-OX40L (RM134L) and APC-strepta-

vidin were from BD Biosciences (Mississauga, Ontario, Canada).

Isotype controls and antibodies were from the same manufacturer.

2.4G2 Fc receptor antibodies were produced in house.

Phenotypic Characterization and Isolation of Lung DC
Subsets
Lightly isoflurane-anesthetized mice received an intranasal (i.n.)

instillation of vehicle (endotoxin-free saline) or HDM extract

(100 mg in 50 ml). Single cell suspensions from lungs and bronchial

lymph nodes (BLNs) were obtained 12, 24 or 48 hours (h) later as

described before [21], incubated at 4uC with 2.4G2 Fc receptor

antibodies to reduce non-specific binding and then with conju-

gated antibodies. Flow cytometry was performed on a FACScanto

II (Becton Dickinson, Mountain View, CA). In experiments aimed

at isolating DC subsets, cell suspensions were first enriched in DCs

by MACS using CD11c MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch

Gladbach, Germany) and then sorted on a FACSAria II (Becton

Dickinson). Alveolar macrophages were excluded based on their

Figure 2. In vivo exposure to HDM is required for obtaining lung DCs with proallergic activity. Lung DCs from saline- or HDM-treated
mice (saline/or HDM/) were isolated and cultured in the presence or absence of HDM (/saline or/HDM). Cultured cells were then transferred to
recipient mice that were challenged with HDM and sacrificed as in Figure 1 (n = 6 recipient mice per group). A, Proliferation of BLN cells after in vitro
HDM stimulation. B, ELISA measurement of IL-5 and IL-13 in the supernatant of HDM-stimulated BLN cells. C, Total and differential cell counts in BAL
fluid.
doi:10.1371/journal.pone.0053242.g002
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autofluorescence and CD11chi phenotype. Cell viability was

always assessed using 7-AAD. The purity of sorted DC popula-

tions always was .95%.

Mouse Model of Allergic Airway Sensitization by
Adoptive Transfer of Lung DCs
Unless specified otherwise, 16106 FACS-sorted lung DCs from

C57BL/6 mice that were injected i.n. 24 h earlier with either

100 mg HDM or saline were transferred into the trachea of

anesthetized naive recipients. Ten and 11 days (d) later, recipient

mice were challenged with 5 mg HDM i.n. Airway hyperrespon-

siveness (AHR) and airway allergy were evaluated 3 d later.

Alternatively, i) CD45.1 rather than CD45.2 recipients were used,

and ii) 36104 FACS-sorted BLN DCs from C57BL/6 donor mice

were injected i.p. to naive recipients.

In experiments aimed at determining the requirement for in vivo

HDM exposure, lung CD11c+ DCs were sorted from mice treated

24 h earlier with HDM or saline, and cultured in the presence or

absence of HDM (30 mg/ml) for 18 h in RPMI 1640 medium

supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium

pyruvate, 0.1 mM non-essential amino acids, 50 mM b-mercap-

toethanol, 50 mg/ml streptomycin, and 50 IU/ml penicillin (all

from Gibco-Invitrogen). 56105 live cultured lung DCs were then

transferred to naı̈ve recipients that were challenged and analyzed

as described above.

Assessment of Airway Allergy
Bronchoalveolar lavage (BAL), BAL cytology and lung histology

were performed as described previously [21]. AHR was estimated

by assessing dynamic airway resistance in anesthetized animals

using a FlexiVent small animal ventilator (SCIREQ), as previously

described [21]. Changes were expressed as percentage change

from the baseline measurement (performed after PBS exposure).

BLN cells were collected and restimulated as previously reported

Figure 3. CD11b+, but not CD11b2, lung DCs promote allergic responses following i.t. transfer. CD11b+ and CD11b2 lung DCs from
HDM-treated mice were isolated and transferred to naı̈ve recipients. Recipients were HDM-challenged and sacrificed as in Figure 1 (n = 6 recipient
mice per group). A, Gating strategy and post-sort phenotype of lung CD11b+ and CD11b2 DCs from HDM-treated donor mice. B, Total and
differential cell counts in BAL fluid. C, Hematoxylin and eosin (HE, upper panels) and periodic acid-Schiff (PAS, lower panels) staining of lung sections
(scale bar: 100 mm). D, Measurement of dynamic airway resistance. E, Proliferation of BLN cells after in vitro HDM stimulation. F, ELISA measurement
of IL-4, IL-5, IL-13, IL-17 and IFN-c in the supernatant of HDM-stimulated BLN cells.
doi:10.1371/journal.pone.0053242.g003
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[22]. Supernatants of BLN cells were assayed for interleukin (IL)-4,

IL-5, IL-13, IL-17 and interferon-c (IFN-c) by ELISA (eBioscience

[IL-4 and IFN-c]; Invitrogen [IL-5 and IL-13]; Biolegend [IL-

17]). ELISA sensitivities were as follows: IL-4,5 pg/ml; IL-

5,3 pg/ml; IL-13,2 pg/ml; IL-17,2.7 pg/ml; IFNc ,1pg/ml.

DC Migration
To assess lung DC migration, mice were injected intratracheally

(i.t.) with either 50 mg HDM admixed to 100 mg OVA-FITC or

saline. Twelve and 24 h later, lungs and BLNs were analyzed by

flow cytometry for the presence of antigen-loaded DCs (FITC+

DCs).

Measurement of Immunoregulatory Cytokines
CD11b+Ly6C+ and CD11b+Ly6C2 lung DCs were isolated

from HDM-treated mice and cultured overnight in RPMI 1640

medium supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 1 mM

sodium pyruvate, 0.1 mM non-essential amino acids, 50 mM b-
mercaptoethanol, 50 mg/ml streptomycin, and 50 IU/ml penicil-

lin (all from Gibco-Invitrogen). Supernatants of these cell cultures

were assayed for IL-6 (eBisocience), IL-12p40 subunit (R&D

systems) by ELISA.

Statistical Analysis
Data are presented as means 6 SD. The differences between

mean values were estimated using an ANOVA test followed by

pairwise Student’s t tests. A P value of less than 0.05 was

Figure 4. CD11b2CD103+ lung DCs induce an antigen-specific IL-17 response. Lung CD11b2CD103+ and CD11b2CD1032 cells from HDM-
treated mice were isolated and transferred to naı̈ve recipients. Recipients were HDM-challenged and sacrificed as in Figure 1. HDM-challenged mice
that received lung CD11b+ DCs were used as positive controls (n = 6 recipient mice per group). A, Gating strategy and post-sort phenotype of lung
CD11b2CD103+ and CD11b2CD1032 cells from HDM-treated donor mice. B, Total and differential cell counts in BAL fluid. C, Hematoxylin and eosin
(HE, upper panels) and periodic acid-Schiff (PAS, lower panels) staining of lung sections (scale bar: 100 mm). D, Proliferation of BLN cells after in vitro
HDM stimulation. E, ELISA measurement of IL-4, IL-5, IL-13, IL-17 and IFN-c in the supernatant of HDM-stimulated BLN cells.
doi:10.1371/journal.pone.0053242.g004
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considered significant (*P,.05, **P,.01, and ***P,.001). All

experiments were repeated at least 3 times.

Results

Adoptive Transfer of in vivo Instructed Lung DCs is
Sufficient to Induce Allergic Sensitization
We first aimed at developing the most physiological possible

model of allergic airway sensitization based on the adoptive

transfer of lung DCs. Mice repeatedly exposed to i.n. HDM

develop an airway disease that resembles human airway allergy

[22,23]. We reasoned that lung DCs of HDM-treated mice should

be able to take up and process HDM antigens in vivo and, upon i.t.

transfer to naı̈ve recipient mice, to induce HDM-specific TH2 cell

differentiation and airway allergy. We thus treated donor C57Bl/

6 mice with a single i.n. injection of HDM. One day later, we

purified CD11c+ lung DCs, defined classically as CD11c+ non-

autofluorescent cells (Figure 1a), and transferred them directly by

i.t. instillation to naı̈ve recipient syngeneic mice. Upon subsequent

exposure to a low dose of HDM, mice that received lung DCs

from HDM-treated mice, but not mice that received lung DCs

from saline-treated mice, developed signs of airway allergy. These

included increased inflammatory cell infiltration (Figure 1b–c)
and mucus production in the airways (Figure 1c), as well as AHR

(Figure 1d).

When assessing the profile of the adaptive response induced by

the transfer of lung DCs from HDM-treated mice, we observed

that restimulation of BLN cells of recipient mice with HDM led to

significant cell proliferation (Figure 1e) and production of the

TH2 cytokines IL-4, IL-5 and IL-13 (Figure 1f). We also detected

a significant production of IL-17, and a low but significant

production of IFN-c (Figure 1f), additional features of HDM-

induced airway allergy in mice [22,24].

Accumulating evidence indicates that allergen-induced activa-

tion of structural cells is essential for the promotion of a pro-TH2

phenotype in DCs [25,26], although activation of innate immune

signaling within lung DCs also is required [22]. Furthermore, the

lung DC pool is modified following allergen exposure, and de novo

recruited inflammatory DCs were proposed to play a preferential

role in the activation of TH2 cells [5,10]. We thus next aimed at

testing whether lung DCs require in vivo exposure of the lung to

HDM or whether direct HDM stimulation of steady-state lung

DCs ex vivo may suffice for them to acquire pro-TH2 activity. We

observed that DCs isolated from the lungs of HDM-treated mice,

but not DCs exposed to HDM only in vitro, were able to induce

HDM-specific adaptive type 2 responses (Figure 2a–b) and

eosinophilic airway inflammation (Figure 2c) following transfer in
naı̈ve recipient mice. Thus, lung DCs may induce allergic airway

sensitization upon adoptive transfer to naı̈ve recipients only if they

originate from allergen-exposed donors.

Lung CD11b+ DCs, but not CD11b2CD103+ DCs, Induce
Allergic Airway Sensitization
Using the model established above, we next aimed at

systematically determining the respective contribution of the

different known lung DC subsets to the development of airway

allergy in response to HDM. Lung DCs may be first grossly

divided in 2 populations based on their differential expression of

CD11b [8,9]. Lung CD11c+CD11b2 and CD11c+CD11b+ DCs

were sorted from the lungs of HDM-treated mice (Figure 3a),
and directly transferred to naı̈ve recipient mice, which were later

challenged with i.n. HDM. We observed that mice transferred

with lung CD11c+CD11b2 DCs did not develop significant signs

of airway allergy when compared with control mice that received

PBS only (Figure 3b–c). In contrast, mice that received lung

CD11c+CD11b+ DCs from HDM-treated donors developed

Figure 5. Study of the dynamics of lung DC subsets. A,
Percentage of CD11b+Ly6C+, CD11b+Ly6C2, CD11b2CD103+ and
CD11b2CD1032 DCs among total mononuclear lung cells at different
time points following i.n. injection of either saline or HDM to naı̈ve mice
(n = 4 mice per group). B, Gating strategy and post-sort phenotype of
CD11b+ lung DCs based on their expression of Ly6C after i.n. injection
of saline or HDM. C, Analysis of the percentage of CD45.2+ DCs among
CD11b+Ly6C+ and CD11b+Ly6C2 lung DCs in CD45.1 mice transferred
24 h earlier with either CD11b+Ly6C+ or CD11b+Ly6C2 lung DCs from
CD45.2 mice. All these analyses were performed using flow cytometry.
doi:10.1371/journal.pone.0053242.g005
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significant airway eosinophilia (Figure 3b–c), goblet cell hyper-
plasia (Figure 3c) and AHR (Figure 3d).

In vitro HDM restimulation of BLN cells from mice transferred

with lung CD11c+CD11b+ DCs indicated that these cells

efficiently primed HDM-specific type 2 responses (Figure 3e–f).
Significant production of IL-17 and minimal secretion of IFN-c
were also observed in the BLN cell supernatant (Figure 3f).
Intriguingly, although CD11c+CD11b2 DC transfer did not lead

to airway inflammation upon HDM challenge of recipient mice,

BLN cells from these mice proliferated significantly upon HDM

stimulation in vitro, and secreted significant amounts of IL-17 and

IFN-c, but not of type 2 cytokines (Figure 3f).

Because the CD11c+CD11b2 population contained CD103+

and CD1032 cells (Figure 4a), we also studied the consequences

of a separate transfer of these two populations on the response of

naı̈ve recipient mice to allergen restimulation. Again, none of these

two populations induced parameters of airway allergy (Figure 4b–
c). Yet, upon in vitro antigenic restimulation, lymph node cells from

mice transferred with both populations exhibited significant

proliferative responses (Figure 4d). Interestingly, lymph node

cells from mice that received CD11b2CD103+ cells secreted high

levels of IL-17 and comparatively less IFN-c, whereas BLN cells

from mice transferred with CD11b2CD1032 cells secreted IFN-c
only (Figure 4e).

CD11b+Ly6C2 DCs, but not CD11b+Ly6C+ DCs Induce
Allergic Airway Sensitization
The pool of lung CD11b+ DCs expands following allergenic

challenge of the airways [10,27], which correlates with the

recruitment of blood Ly6C+ monocytes [25]. In different contexts,

including acute lung inflammation, Ly6C+ monocytes were shown

to differentiate into inflammatory DCs [5,12,28–30], which may

retain expression of the Ly6C marker as a remnant of their origin

[12,30]. Fitting with the possibility that Ly6C+ monocytes may

differentiate into inflammatory DCs also in allergen-exposed lung,

lung FCeRI+ DCs with proposed pro-allergic activity express

Ly6C [5]. We thus hypothesized that Ly6C could be used as

a marker to discriminate inflammatory CD11b+ DCs, whose

numbers increase following HDM exposure, from resident

CD11b+ DCs, whose numbers remain stable (Figure 5a–b).
Numbers of DCs of the CD11b2 subsets did not vary significantly

in the lung following HDM challenge (Figure 5a).

Because Ly6C has been proposed to be a dynamic marker in

other tissues, we first aimed at determining whether lung

CD11b+Ly6C+ DCs may differentiate into CD11b+Ly6C2 DCs,

or vice-versa, upon HDM exposure. We thus transferred

CD11b+Ly6C+ or CD11b+Ly6C2 DCs isolated from the lung of

HDM-treated CD45.2+ C57Bl6 mice i.t. into HDM-treated

CD45.1+ C57Bl6 recipients and assessed for their expression of

Ly6C the next day. This experiment revealed that the expression

of Ly6C is stable on CD11b+Ly6C+ and CD11b+Ly6C2 DCs

(Figure 5c). Ly6C expression was also stable following in vitro

culture of CD11b+Ly6C+ and CD11b+Ly6C2 DCs in the

presence or absence of HDM (data not shown). They thus likely

represent distinct DC subsets in the lung.

We observed that, counter-intuitively, only resident

CD11b+Ly6C2 DCs were able to transfer airway allergy to naı̈ve

recipient mice (Figure 6a–c) and to promote type 2 cytokine, IL-

17 and, to a lesser extent, IFN-c production from BLN cells

(Figure 6d–e). Transfer of CD11b+Ly6C+ DCs in contrast only

induced negligible BLN cell proliferation and production of IL-5,

IL-13 and IFN-c (Figure 6d–e).

Of note, of all 4 DC subsets, only CD11b+Ly6C2 cells

remained able to induce allergic airway sensitization to HDM in

Figure 6. Only resident CD11b+Ly6C2 lung DCs are capable of inducing airway allergy. CD11b+Ly6C+ or CD11b+Ly6C2 lung DCs sorted as
in Figure 5B were transferred from HDM-treated mice into naı̈ve recipients. Recipients were HDM-challenged and sacrificed as in Figure 1 (n = 6
recipient mice per group). A, Total and differential cell counts in BAL fluid. B, Hematoxylin and eosin (HE, upper panels) and periodic acid-Schiff (PAS,
lower panels) staining of lung sections. C, Measurement of dynamic airway resistance. D, Proliferation of BLN cells after in vitro HDM stimulation. E,
ELISA measurement of IL-4, IL-5, IL-13, IL-17 and IFN-c in the supernatant of HDM-stimulated BLN cells.
doi:10.1371/journal.pone.0053242.g006
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naı̈ve recipient mice if individual DC subsets were isolated from

the lung of mice 12 h after HDM treatment, instead of 24 h post-

treatment as in all figures presented above (data not shown). In

addition, similar results were also obtained if, instead of 16106

cells of each DC subset, naı̈ve recipient mice received numbers of

cells of each subset similar to those observed in the mouse lung (i.e.

66105 CD11b2CD1032, 36104 CD11b2CD103+, 16105

CD11b+Ly6C2 or 2,56105 CD11b+Ly6C+ DCs) (data not

shown).

CD11c+CD11b+Ly6C2 Lung DCs Present Aeorantigens to
Lymph Node T cells
We finally aimed at understanding the differences in the biology

of CD11b+Ly6C2 and CD11b+Ly6C+ DCs that could explain

why only the first were able to initiate airway allergy. To prime

naı̈ve T cells in the lung draining lymph nodes, lung DCs should

be able to mature, and to transport antigens to the lymph nodes.

We thus first compared the surface expression of markers whose

expression levels indicate DC maturation and activation, along

with other phenotypic surface markers, on CD11b+Ly6C2 and

CD11b+Ly6C+ DCs in the lung of saline or HDM-treated mice.

We observed that both subsets expressed similar levels of all

markers tested (Figure 7a). Of note, they expressed similar levels

of FceRI and Sirp-a (Figure 7a), but were negative for c-Kit (data

not shown), which were all recently proposed to be markers of pro-

TH2 DCs in airway allergy [5,10,31]. Both subsets also expressed

CCR7 (Figure 7a). Second, we assessed the production of

immunomodulatory cytokines by CD11b+Ly6C2 and

CD11b+Ly6C+ DCs and observed a preferential production of

IL-6 by the CD11b+Ly6C+ subset and of the IL12 p40 subunit by

CD11b+Ly6C2 DCs (Figure 7b). Finally, we studied the

dynamics of the distinct DC subsets in the BLNs of HDM-treated

mice as well as their respective antigen uptake and delivery to the

BLNs by means of i.t. administration of HDM combined with

OVA-FITC, as described previously [5,28–30]. We observed that

the numbers of all the DC subsets in the BLNs increased following

HDM treatment (Figure 8a) and that all were able to take up

antigen in the lung with various efficiencies (Figure 8b). Although
both CD11b+Ly6C2 and CD11b+Ly6C+ DCs were able to take

up antigens in the lung, with CD11b+Ly6C+ DCs being most

efficient, CD11b+Ly6C2 DCs were clearly superior at transport-

ing them efficiently to the BLNs following HDM exposure

(Figure 8b).

Finally, further supporting that CD11b+ Ly6C2 DCs indeed are

responsible for the activation of naı̈ve T cells in the lymph nodes,

we observed that CD11b+Ly6C2 DCs isolated from the BLNs of

HDM-treated donor mice were able to induce TH2 cell

differentiation (Figure 9a–b) and subsequent airway allergy

(Figure 9c) when transferred i.p. to naı̈ve recipient mice. In

contrast, CD11b+Ly6C+ DCs isolated in the same conditions

failed to do so (Figure 9a–c).

Discussion

In this study, we established a model of airway allergy based on

the adoptive transfer of lung DCs isolated from donor mice

exposed to the clinically relevant allergen HDM. Because this

model relies on the in vivo instruction and antigen uptake of donor

lung DCs, it avoids potential alterations due to in vitro culture or

allergen loading inherent to most previous adoptive transfer

studies. Further supporting the physiological relevance of such an

approach, we observed that only DCs isolated from HDM-treated

lung, but not lung DCs exposed ex vivo to HDM, could transfer

allergic airway sensitization to naı̈ve recipient mice. This

observation is in line with the idea that lung DCs require

instruction from the local allergen-induced inflammatory environ-

ment to acquire a pro-TH2 phenotype [26,32]. The fact that de

novo recruited inflammatory CD11b+Ly6C+ DCs are devoid of

autonomous pro-allergic activity in our model suggests that

resident lung DCs are the essential targets of this instruction.

Another as yet untested possibility might also be that

CD11b+Ly6C2 DCs recruited de novo following allergen exposure

of the lung are involved in allergic airway sensitization.

The recognition of their heterogeneity led to the interesting

possibility that, like lymph node DCs [33], distinct lung DC

subsets are endowed with specific activities as antigen presenting

cells [34,35]. This notion is however so far only supported by few

direct examples. For instance, in models of influenza infection,

CD11b2CD103+ DCs participate in the induction of CD4+ and

CD8+ T cell responses, whereas CD11b+ DCs seem unable to

activate naı̈ve T cells, and could rather participate in the

recruitment of effector cells [18]. The recent studies that addressed

the question of whether such a distribution of roles also applies to

the induction of TH2 responses to inhaled allergens in vivo reached

contradictory conclusions [5,13]. We foresee that a possible

explanation for these discrepancies lies in the fact that none of

these studies examined the activity of each lung DC subset in one

unique experimental setting in vivo. This indeed obviously

complicates the assessment of the relative contribution of each

subset to allergic airway sensitization. In this study, we compared

the pro-allergic activity of each DC subset systematically in

a unique model.

We observed that only resident CD11b+Ly6C2 DCs are able to

induce TH2 cell differentiation and subsequent airway allergy to

HDM. This raises the question of what the role of the other lung

DC subsets in this context might be. Unexpectedly indeed, in spite

of their significant recruitment and antigen uptake following HDM

exposure, we did not observe any significant autonomous capacity

of CD11b+Ly6C+ inflammatory DCs to prime adaptive immune

responses in our model. Instead, allergen-loaded CD11b+Ly6C+

DCs appear to mostly remain in the lung following HDM

exposure, unlike CD11b+Ly6C2 DCs, which display efficient

antigen transport activity to the BLNs. The reason for this

differential behavior remains unclear, since both subsets express

CCR7. We hypothesize that CD11b+Ly6C+ DCs may be

implicated more in the establishment of an inflammatory

environment upon allergenic exposure, or in the recruitment

and activation of effector cells. In models of airway allergy focusing

on the effector phase of the disease indeed, CD11b+ cells were

shown to be preferential sources of chemoattractants toward TH2

cells and eosinophils [36,37]. Another study also reported that

CD11c+CD11b+Ly6C+ lung DCs may retain inhaled antigens for

long periods in the lung and locally reactivate antigen-specific T

cells [38], in line with our observation that these cells efficiently

take up antigens inhaled in an allergenic context. Very recently,

intravital imaging revealed that a fraction of CD11b+ DCs is

Figure 7. Phenotypic characterization of CD11b+Ly6C2 and CD11b+Ly6C+ lung DCs. A, Flow cytometric assessment of the expression
levels of MHC-II, CD40, CD80, CD86, Sirp-a, FceR-I, F4/80, CCR7, OX40L, ICOS-L, TIM-4, CD8a, Jagged-1 and Jagged-2 on the surface of CD11b+Ly6C+

and CD11b+Ly6C2 lung DCs from saline- and HDM-treated mice (n = 4 mice per group) (MFI, mean fluorescence intensity). B, ELISA measurement of
the production of IL-6 and IL-12p40 by CD11b+Ly6C+ and CD11b+Ly6C2 lung DCs from HDM-treated mice.
doi:10.1371/journal.pone.0053242.g007
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Figure 8. CD11b+Ly6C2, but not CD11b+Ly6C+ lung DCs efficiently transport antigen to the BLNs. A, Kinetics of the number of
CD11b+Ly6C+, CD11b+Ly6C2, CD11b2CD103+ and CD11b2CD1032 DCs in the bronchial lymph node following i.n. injection of either saline or HDM
to naı̈ve mice (n = 4 mice per group). B, Representative flow cytometric analysis of the presence of antigen-loaded (OVA-FITC+) CD11b+Ly6C+,
CD11b+Ly6C2, CD11b2CD103+ and CD11b2CD1032 DCs in the lungs and BLNs of naı̈ve mice injected i.t. 12 or 24 h earlier with either saline or HDM
combined with OVA-FITC.
doi:10.1371/journal.pone.0053242.g008
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retained in close proximity of the conducting airways upon

allergen reexposure in sensitized mice, and that they may locally

interact with and activate memory T cells [39]. Whether these

cells correspond to CD11c+CD11b+Ly6C+ DCs is a likely

possibility that would require further testing.

We also observed that transfer of CD11b2CD103+ DCs,

although devoid of pro-TH2 activity, induced HDM-specific

responses characterized mostly by the production of IL-17 and,

to a lesser extent, of IFN-c upon transfer in vivo. The physiological

relevance of this observation is currently unclear, but suggests that

this subset may be involved in the induction of previously

described non-TH2 components of the response to HDM

[22,24]. Interestingly, these cells were also recently shown to be

able to reactivate allergen-specific TH2 cells in response to LPS

stimulation [40]. Thus, unlike in the sensitization phase, where

CD11b+Ly6C2 DCs appear as the essential triggers of TH2 cell

activation, it is likely that different lung DC subsets may

participate in TH2 cell reactivation in sensitized individuals

[38,40].

In conclusion, this study supports that, among lung DCs,

resident CD11b+Ly6C2 DCs are the essential triggers of TH2 cell

activation and allergic airway sensitization to HDM.
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Since the first report of its adjuvant activity in 1926 (ref. 1), it has 
been widely believed that alum creates an immunologically inert 
‘depot’ that prolongs antigen exposure or facilitates antigen uptake by 
 antigen-presenting cells (APCs). However, in line with the decades-
old observation that alum triggers interleukin (IL)-1β production2, 
recent reports indicated that alum may activate caspase 1 (encoded 
by Casp1)3 through inflammasomes containing the cytosolic receptor  
Nlrp3 (NLR family, pyrin domain containing 3)4–8. Whether the 
Nlrp3 inflammasome consistently contributes to the adjuvant effect 
of alum on humoral responses in vivo, however, remains unclear5–10. 
Nevertheless, these studies suggested that signaling through specific 
receptors of innate immunity, commonly referred to as pattern recog-
nition receptors (PRRs), might have a role in the adjuvant activity 
of alum. Notably, it has also been proposed that alum induces the 
local accumulation of uric acid, which would act as an endogenous 
adjuvant molecule boosting T cell responses11.

It has actually long been known that alum exerts some level of 
cytotoxicity12. Moreover, dying cells release numerous molecules that 
act as endogenous danger signals, or damage-associated molecular 
patterns (DAMPs), and which can alert the innate immune system 
through the activation of various PRR signaling pathways13,14. We 
thus hypothesized that DAMPs released at immunization sites and the 
subsequent activation of PRR signaling could contribute to the adju-
vant effects of alum. Here we report that alum-induced cytotoxicity 
results in the release of host DNA, which acts as a DAMP mediating 
the adjuvant activity of alum.

RESULTS
Host DNA boosts adaptive responses after alum immunization
We observed that endotoxin-free ovalbumin (OVA) adsorbed on 
Imject Alum (alum), administered intramuscularly (i.m.) or intra-
peritoneally (i.p.), induced the local accumulation of extracellular 
double-stranded DNA (dsDNA) in mice (Fig. 1a and Supplementary 
Fig. 1a), part of which was entrapped in macroscopic alum depots 
(Fig. 1b and Supplementary Fig. 1b). This dsDNA release correlated 
with the death of local cells (Fig. 1c and Supplementary Fig. 1c). Both 
alum and aluminum hydroxide gel (Alhydrogel) induced similar DNA 
release and cell death (Supplementary Fig. 1d,e).

Because released host cell DNA may trigger immune responses13,15–17,  
we hypothesized that extracellular host DNA could act as an endo-
genous adjuvant in alum vaccination. Remarkably, i.p. or i.m. injections 
of OVA mixed with purified mouse genomic DNA (OVA and DNA), 
in quantities similar to those released by alum, boosted OVA-specific 
IgM, IgG1 and IgE responses as efficiently as OVA and alum (Fig. 2a–c  
and Supplementary Fig. 2a–c). IgG2c production was not signifi-
cantly induced in these conditions (data not shown). Thus, like 
alum, host DNA may act as an adjuvant that preferentially boosts 
TH2-dependent humoral responses. Digestion of extracellular DNA 
in vivo by treatment with DNase I decreased antigen-specific humoral 
responses in OVA and alum–treated mice (Fig. 2d–f). Furthermore, 
the transfer of OVA, together with acellular peritoneal lavage fluid 
from mice immunized i.p. with OVA and alum, triggered OVA-
 specific IgG1 and IgE production in naive recipient mice, a response 
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DNA released from dying host cells mediates aluminum 
adjuvant activity
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Aluminum-based adjuvants (aluminum salts or alum) are widely used in human vaccination, although their mechanisms of 
action are poorly understood. Here we report that, in mice, alum causes cell death and the subsequent release of host cell 
DNA, which acts as a potent endogenous immunostimulatory signal mediating alum adjuvant activity. Furthermore, we propose 
that host DNA signaling differentially regulates IgE and IgG1 production after alum-adjuvanted immunization. We suggest that, 
on the one hand, host DNA induces primary B cell responses, including IgG1 production, through interferon response factor 3 
(Irf3)-independent mechanisms. On the other hand, we suggest that host DNA also stimulates ‘canonical’ T helper type 2 (TH2) 
responses, associated with IgE isotype switching and peripheral effector responses, through Irf3-dependent mechanisms.  
The finding that host DNA released from dying cells acts as a damage-associated molecular pattern that mediates alum 
adjuvant activity may increase our understanding of the mechanisms of action of current vaccines and help in the design of 
new adjuvants.
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that was abrogated by DNase I treatment of the lavage fluid prior to 
transfer (Supplementary Fig. 3a,b).

We also observed that the proliferation of both adoptively trans-
ferred carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)-labeled (Fig. 2g) 
and endogenous (Supplementary Fig. 4) OVA-specific CD4+ T cells 
was comparable in OVA and DNA– and OVA and alum–treated mice 
and reduced after treatment of the mice with DNase I (Fig. 2g and 
Supplementary Fig. 4). These results thus support the idea that host 
DNA is a potent endogenous adjuvant molecule that has a role in the 
induction of humoral and T cell responses by alum.

Alum signals through Tbk1 and Irf3 to boost IgE responses
In vivo, only toll-like receptor 9 (Tlr9) has been implicated in host 
DNA recognition, under specific pathologic conditions18,19. However, 
we observed that mice deficient in Tlr9 developed humoral responses 
similar to those of their wild-type (WT) counterparts in response to 
alum immunization (data not shown).

In addition to Tlr9, other molecules have been identified as 
putative host DNA receptors in vitro20–27. These receptors activate 

either the inflammasome pathway, leading to mature IL-1β pro-
tein expression21,23,24, or the Irf3 pathway, leading to interferon 
(IFN)-β1 expression20,22,25–28. Whereas OVA and DNA upregulated  
IFN-β1 secretion similarly to OVA and alum (Fig. 3a), OVA and DNA 
did not induce more IL-1β production than OVA alone, unlike OVA 
and alum (Fig. 3b). This suggested that, after alum immunization, 
extracellular DNA activated Irf3, but not the inflammasome pathway. 
By further investigating the general importance of inflammasomes 
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in the adjuvant activity of alum, we observed that Nlrp3-deficient 
(Nlrp3−/−) and Caspase 1–deficient (Casp1−/−) mice developed 
humoral responses comparable to those of WT mice after alum 
immunization (Supplementary Fig. 5a,b).

We next examined whether Irf3 is required for the adjuvant activity 
of alum. We found that, compared with their WT counterparts, in Irf3-
deficient (Irf3−/−) mice, i.p. immunization with OVA and alum triggered 
reduced antigen-specific IgE responses (Fig. 3c). Notably, however, the 
antigen-specific IgG1 serum titers of Irf3−/− mice were similar to those 
of WT mice (Fig. 3d). Furthermore, we also saw the dependency of 
antigen-specific IgE production on Irf3 when we used human serum 
albumin (HSA) in place of OVA and Alhydrogel in place of alum 
(Supplementary Fig. 6a). We obtained similar results when we admin-
istered OVA and alum i.m. rather than i.p. (Supplementary Fig. 7a).  
IgG1 production remained unaffected in Irf3−/− mice under these differ-
ent conditions (Supplementary Fig. 6b and Supplementary Fig. 7b).  
We also observed a reduction in the production of antigen-specific IgE, 
but not of IgG1, when we immunized Irf3−/− mice i.p. or i.m. with OVA and 
DNA in place of OVA and alum (Fig. 3e,f and Supplementary Fig. 7c,d),  
supporting the notion that both alum and host DNA induce IgE 
responses through the same pathway.

Most of the host DNA–activated pathways that lead to Irf3 activa-
tion signal through TANK-binding kinase 1 (Tbk1)20,22,25,28. Tbk1-
deficient mice (Tbk1−/−) die in utero from massive liver apoptosis, 
but a combined deficiency for tumor necrosis factor (encoded by Tnf) 
avoids these lethal effects28,29. We found that immunized Tbk1/Tnf 
double-knockout mice developed reduced OVA-specific IgE responses 
(Fig. 3g) but similar OVA-specific IgG1 serum titers (Fig. 3h) when 
compared to immunized control Tbk1+/−/Tnf−/− mice, thereby sug-
gesting a role for the Tbk1-Irf3 axis in the adjuvant activity of alum 
on IgE responses.

The only currently known mammalian DNA-sensitive pathways 
able to activate the Tbk1-Irf3 axis involve the sensing of genomic 
DNA by Sting (a stimulator of IFN genes)25, and the activation of 
Ddx58 (DEAD box polypeptide 58) by RNA transcribed from DNA by  
polymerase III (ref. 22). Both Sting and Ddx58 act upstream of 
mitochondrial antiviral signaling protein (encoded by Mavs) to acti-
vate Tbk1 and Irf3 (refs. 22,25). We observed that OVA and alum–
 immunized Mavs−/− mice developed OVA-specific IgE and IgG1 
serum titers similar to those of WT mice (data not shown). Zbp1 
(Z-DNA binding protein 1, also called Dai) has also been proposed 
as a cytoplasmic DNA sensor in vitro20, although its role remains 
unclear in vivo30. Zbp1−/− mice did not show reduced antigen-specific 
IgE or IgG1 production in response to OVA and alum immunization 
in comparison with WT mice (data not shown).

Together, these results indicate that alum-induced host DNA 
release promotes IgG1 and IgE responses through distinct signaling 
pathways that do not depend on currently identified DNA receptors. 
They also identify Irf3 as an essential mediator of IgE production 
after alum immunization.

Irf3 is essential for alum-boosted canonical TH2 responses
Given that IgE isotype switching by B cells is best induced by T cells 
expressing a TH2 cytokinic profile, we suspected that Irf3 deficiency 
would have an effect on TH2 cell responses after alum immunization. 
Indeed, the proliferation of transferred CFSE-labeled OVA-specific 
CD4+ cells (Fig. 4a), the differentiation of endogenous antigen-
 specific TH2 cells (Supplementary Fig. 8a,b) and the secretion of TH2 
cytokines in response to OVA re-stimulation (Fig. 4b) were reduced 
in the bronchial lymph nodes (BLNs) of Irf3−/− mice injected i.p. 
with OVA and DNA or with OVA and alum. Furthermore, in a clas-
sical asthma model based on OVA and alum sensitization followed by 
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airway challenge with OVA, we observed that Irf3−/− mice were pro-
tected from allergic airway inflammation (Fig. 4c–e), and that their 
BLN cells showed impaired proliferation and TH2 cytokine secretion 
in response to OVA re-stimulation (Supplementary Fig. 9a,b). It is 
noteworthy that Irf3−/− mice, when compared with WT mice, had 
decreased serum OVA-specific IgE levels but similar OVA-specific 
IgG1 titers in this model (Supplementary Fig. 9c,d).

Previous studies in our laboratory indicated that Irf3−/− mice show 
normal boosting of TH2 responses by Irf3-independent adjuvants31. 
Moreover, Irf3−/− T cells proliferate and secrete TH2 cytokines normally 
in response to CD3 and CD28 stimulation (Supplementary Fig. 10a,b). 
Irf3−/− mice also develop humoral responses similar to those of WT mice 
when immunized with Freund’s adjuvant (Supplementary Fig. 11a–c).

Taken together, these results indicate that Irf3−/− mice are impaired 
in their ability to boost TH2 cell responses to alum immunization and 
to genomic DNA. They further suggest that Irf3-dependent TH2 cell 
responses to alum may sustain tissue inflammation but do not affect 
IgG1 production. The TH cells implicated in these Irf3-dependent 
responses would thus functionally correspond to canonical TH2 
cells32. In addition, T cell responses, although reduced, were not 
completely abrogated in Irf3−/− mice (Fig. 4a,b and Supplementary 
Fig. 8a,b). This suggests that Irf3-independent pathways also 
 contribute to the adjuvant activity of alum on T cell responses, and 
that these Irf3-independent T cell responses primarily sustain B cell 
responses, including IgG1 production.

Alum-activated iDCs boost canonical TH2 responses
The inability of Irf3−/− mice to produce normal TH2 cell responses 
suggested the possibility of deficient antigen presentation to T cells. 
We thus studied the recruitment of dendritic cells and other innate 
immune cells to alum injection sites and their draining lymph nodes. 
Although the recruitment of immune cell populations at sites of alum 
injection did not differ significantly between WT and Irf3−/− mice 

(Supplementary Fig. 12a,b), there was a reduction in the numbers of 
inflammatory monocyte (iMono)-derived inflammatory DCs (iDCs) 
and, to a lesser extent, of conventional DCs (cDCs) in the drain-
ing lymph nodes of i.p. or i.m. OVA and alum–treated Irf3−/− mice, 
whereas numbers of plasmacytoid DCs (pDCs) were not reduced 
(Fig. 5a and Supplementary Fig. 13a). Similarly, i.p. or i.m. OVA 
and DNA treatment induced an Irf3-dependent recruitment of iDCs 
to the BLNs (Fig. 5b and Supplementary Fig. 13b). Adding further 
support to the idea that host DNA acts as a trigger of iDC recruit-
ment upon alum immunization, we observed that the recruitment of 
iDCs to the BLNs of alum-treated mice strongly correlated with the 
percentage of cell death and DNA release (Fig. 5c), and that it was 
reduced after DNase I treatment (Fig. 5d).

Our observations suggested that Irf3 may be required for TH2 cell and 
IgE responses through its role in the normal recruitment of iMonos, the 
precursors of iDCs11,33,34, to the lymph nodes that drain alum injection 
sites. Supporting this hypothesis, we found that the transfer of iMonos 
isolated from OVA and alum–immunized WT mice to Irf3−/− mice 
treated with OVA and alum increased the proliferation of transferred 
CFSE-labeled OVA-specific CD4+ cells (Fig. 5e) and the differentiation of 
endogenous OVA-specific CD4+ TH2 cells (Supplementary Fig. 14a,b).  
In addition, we found that transferring WT iMonos to OVA and alum–
treated Irf3−/− mice increased TH2-type cytokine production (Fig. 5f) 
and OVA-specific IgE titers (Fig. 5g), almost to the levels of OVA and 
alum–treated WT mice. In contrast, iMono transfer did not affect OVA-
specific IgG1 titers (Fig. 5h). Notably, we observed that, although the 
transfer of iMonos from OVA and alum–treated mice was sufficient 
to induce robust TH2 cell responses in the draining lymph nodes of 
naive recipient mice (Supplementary Fig. 15a–d), it did not induce 
any detectable IgG1 or IgE responses (data not shown).

These results therefore indicate that Irf3 is essential for the trigger-
ing of iDC recruitment by alum. They also suggest that these iDCs 
subsequently induce a canonical TH2 response that is unable to 
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 autonomously support humoral responses, but that has the ability to 
promote IgE responses from independently activated B cell responses.

Alum-induced IL-12p80 promotes iMono migration
Cross-transfer experiments suggested that Irf3−/− iMonos had a cell-
intrinsic defect that rendered them unable to migrate to the lymph 
nodes after alum treatment (Fig. 5i). In cells isolated from sites of 
OVA and alum injection, the production of IFN-β1, a hallmark of 
Irf3 activation, was most prominent in iMonos, as compared with 
other peritoneal cells (Supplementary Fig. 16). We found that IFN-β1  
production was abrogated in iMonos from Irf3−/− mice, suggesting 
that Irf3 indeed is activated in iMonos (Supplementary Fig. 16). As 
demonstrated by the use of Irf9−/− mice and mice lacking the gene 
encoding interferon α- and β- receptor 2 (Ifnar2−/− mice), type I 
and type III IFNs did not affect alum-induced iDC recruitment or 
humoral responses (data not shown).

Although Irf3 deficiency did not seem to affect the overall matura-
tion state of iMonos (a process usually associated with the acquisition 

of migratory activity), we noticed that a higher proportion of Irf3−/− 
iMonos highly expressed CCR7, a chemokine receptor crucial for DC 
migration to the lymph nodes, compared with their WT counterparts 
(Fig. 6a). This suggested that Irf3−/− iMonos might be unable to respond 
to CCR7-activating signals, which would lead to their accumulation. 
Recent evidence indicates that iMono-derived DCs depend on signal-
ing by homodimers of IL-12p40 (IL-12p80) for their ability to respond 
to CCR7-activating chemokines35,36. We found that alum induced the 
local production of IL-12p80 in WT mice, and that this production 
was reduced in Irf3−/− mice (Fig. 6b). We showed the importance of  
IL-12p80 expression in regulating iMono migration by treating Irf3−/− mice  
with recombinant IL-12p80, which restored migration of iDCs to the 
BLNs of alum-injected Irf3−/− mice, almost to the levels seen in WT mice 
(Fig. 6c). Moreover, neutralization of IL-12p80 by p40-specific neutral-
izing antibodies partially attenuated IgE responses and the recruitment 
of iDCs to the BLNs in OVA and alum–treated WT mice, whereas it did 
not affect IgG1 responses (Fig. 6d–f). Thus, these results suggest that 
alum-induced iDC activation relies on signaling by IL-12p80.
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DISCUSSION
Extracellular host DNA has been recently 
recognized as a DAMP, and it seems to be 
involved in an increasing number of immune 
processes and diseases16,19,37–39. In this study, 
we show that host DNA released at sites of 
injection by dying cells can mediate the adjuvant effect of alum on 
adaptive responses. Our data thus support the idea that DAMPs have 
a key role in the adjuvant activity of alum and that, like any other effi-
cient adjuvant40,41, alum acts mainly by triggering innate immunity. In 
this regard, it should also be noted that uric acid, a major metabolite 
of nucleic acids and a potential DAMP when crystallized, has been 
suggested to have a role in iDC recruitment and T cell activation after 
alum immunization11.

It has recently been proposed that alum immunization may induce 
functionally distinct TH cell subsets comprising T follicular helper (TFH) 
cells, which would be responsible for B cell help, and lymphoid and emi-
grant TH cells, which would be responsible for other effector functions42. 
Another report suggested that IL-4–producing TFH cells may be distin-
guished functionally from canonical TH2 cells32. These IL-4–producing 
TFH cells, also referred to as TFH2 cells43, would be endowed with high  
B cell helper activity and would promote IgG1 responses, but they would 
be poor inducers of classical TH2 cell effector functions in peripheral 
tissues32. Canonical TH2 cells, on the contrary, would be specialized in 
mediating TH2 cell effector functions in peripheral tissues32.

In line with these studies, our data allow us to propose a model in 
which the contribution of host DNA to the adjuvant activity of alum 
would comprise both an Irf3-independent and an Irf3-dependent com-
ponent (Supplementary Fig. 17). In the Irf3-independent component of 
the response, host DNA induces IgG1 production through the promo-
tion of TH responses endowed with high B cell helper activity. These TH 
cells would thus functionally relate to TFH2 cells. In the Irf3-dependent  
component, iDCs activated by host DNA trigger TH2 cell responses that 
mediate effector TH2 cell functions in peripheral tissues but lack the 
ability to stimulate antibody production on their own. These TH cells 

would thus functionally relate to canonical TH2 cells. They would also 
promote IgE production from independently induced B cell responses. 
Future detailed phenotypic and functional characterization of these TH 
cell subtypes should offer new perspectives on the mechanisms driving 
the production of specific antibody responses.

Our data suggest that alum-activated iDCs preferentially induce 
canonical TH2 cell responses. In other settings, iMono-derived iDCs 
 preferentially induce other types of TH responses, such as TH1 responses44. 
The functional specialization of iDCs upon alum immunization most 
probably originates from the TH2 microenvironment that develops at 
alum injection sites10. In contrast with a previous report11, we observed 
that impairment of iDC function does not affect IgG1 production. This 
disagreement probably comes from the fact that the general depletion 
of CD11c+ cells used to target iDCs in the previous study also depleted 
other CD11c+ APCs. Given the diversity of lymph node APCs45 and the 
current lack of molecular tools for manipulating them specifically in vivo, 
the identification of the APC(s) responsible for initiating IgG1 responses 
will be a stimulating challenge for future research.

It is traditionally thought that IgG1 and IgE responses are sequen-
tially boosted by a common IL-4-producing TH cell response. Our data, 
however, support the idea that IgE and IgG1 responses are uncoupled 
and that they are regulated by functionally distinct TH cell mechanisms. 
Understanding how alum-induced DNA release stimulates TFH2-related 
T cell help for IgG1 production could thus have a promising influence 
on the design of new vaccine formulations devoid of canonical TH2 cell 
and IgE bias. We foresee that this breakthrough might come from the 
identification of the DNA sensors triggered by alum.

In conclusion, we suggest that the DNA released by dying host 
cells is an important DAMP mediating the adjuvant activity of alum. 
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This knowledge may help in improving or developing current and 
experimental adjuvant formulations, which will be key to the success 
of future vaccination strategies.

METHODS
Methods and any associated references are available in the online 
 version of the paper at http://www.nature.com/naturemedicine/.

Note: Supplementary information is available on the Nature Medicine website.
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ONLINE METHODS
Mice. Tbk1/Tnf DKO, Tlr9−/− and Zbp1−/− mice have been described else-
where28,46,47. We purchased Irf3−/− (ref. 48) and Irf9−/− mice49 from RIKEN 
BioResource Center. Nlrp3−/− and Casp1−/− mice50,51 were a kind gift of V. Dixit 
(Genentech). Ifnar2−/− and Mavs−/− mice were obtained as described previ-
ously30. OVA-specific, MHC II–restricted, T cell receptor–transgenic OT-II  
(H-2b; C57BL/6 background) mice were obtained from The Jackson Laboratory. 
All transgenic mice except Tbk1/Tnf double-knockout and Zbp1−/− mice were 
backcrossed, in total, for 10 to 16 generations onto a C57Bl/6 background. 
Tbk1/Tnf double-knockout and Zbp1−/− mice were on a 129/Ola X C57Bl/6 
 background. Tbk1+/−/Tnf−/− littermates were used as control for Tbk1/Tnf DKO 
mice. All mice were bred and housed in institution-specific pathogen-free  
facilities. Age-paired groups of females were used at 8–12 weeks of age.  
All experimental procedures and protocols were approved by the Institutional 
Animal Care and Use Committees of the University of Liège and of the Research 
Institute for Microbial Diseases, Osaka University, Japan.

Immunizations. Endotoxin-free (endotoxin <1 EU mg−1) OVA was from Hyglos. 
Unless otherwise indicated, we immunized mice i.p. or i.m. with 10 µg of OVA 
alone or adsorbed on 4 mg of Imject Alum (OVA and alum; Pierce Biochemicals). 
For immunizations with genomic DNA, we purified genomic DNA from mouse 
tissue using High Pure PCR Template Preparation kits (Roche), and, unless 
otherwise indicated, we immunized mice with 10 µg of OVA mixed with 8 µg 
of DNA (OVA and DNA). The endotoxin content of the DNA preparations, as 
measured by Hyglos using the Limulus Amoebocyte Lysate assay, was always  
<1 EU mg−1. Unless otherwise indicated, we immunized mice i.p. or i.m. on  
days 0 and 14 with 10 µg of OVA alone, of OVA and DNA or of OVA and alum, 
and then boosted them i.p. on day 21 with 20 µg of OVA. Alternatively, we 
replaced OVA with HSA (Sigma), and alum by Alhydrogel (Sigma).

In vivo DNase I treatment. We injected mice i.p. with 2,000 IU of DNase I 
(Roche) in 100 µl of HBSS (Lonza) 3 and 18 h after immunization.

Measurement of antigen-specific antibody titers. For OVA- and HSA-specific 
IgG1 and OVA-specific IgM and IgG2c detection, we incubated diluted sera 
from immunized mice on ELISA plates coated with antigen at 100 µg ml−1. We 
detected bound IgG1, IgM and IgG2c using horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated mouse IgG1-, IgM- and IgG2c-specific antibodies (Southern 
Biotechnology) followed by incubation with tetramethyl benzidine and mea-
surement by spectrophotometry. For OVA- and HSA-specific IgE detection, we 
incubated diluted sera on ELISA plates coated with mouse IgE-specific antibod-
ies (BD Biosciences) at 2 µg ml−1. We detected bound IgE using biotinylated 
antigen followed by streptavidin peroxidase (Zymed) incubation. We calculated 
antibody titers by plotting the serum dilution that gave half-maximal signal. 
When no signal was detected, we assigned a titer of 2.

Antibodies. A detailed description of the antibodies used in this study is avail-
able in the Supplementary Methods.

Assessment of OVA-specific T cell activation. We assessed the proliferation 
of transferred CFSE-labeled OT-II cells, as described previously52, 3 d after 
immunization. We assessed proliferation and IL-4 expression of endogenous 
OVA-specific CD4+ cells as described previously31, except that we cultured cells 
for 5 d with or without OVA (OVA grade V, Sigma; 50 µg ml−1).

Flow cytometry and cell sorting. We incubated single cell suspensions with 
2.4G2 Fc-receptor antibodies to reduce nonspecific binding before staining. We 
carried out staining reactions at 4 °C. We did flow cytometry on a FACScanto II 
instrument (BD Biosciences) and analyzed results using FlowJo software (Tree 
Star). We used a FACSAria instrument (BD Biosciences) for sorting F4/80int 
CD11b+Ly6C+Ly6G− iMonos.

IL-12p40 homodimer ELISA, complementation and neutralization experi-
ments. We measured IL-12p40 homodimer concentrations by ELISA as previously 
described53. Briefly, we used mouse recombinant IL-12p80 (Biolegend) as a stand-
ard. We used the standards for mouse IL-12p40, IL-12p70 and IL-23 (R&D Systems) 
to test the specificity of the ELISA. For complementation and neutralization experi-
ments, we immunized mice with OVA and alum and, 6 and 18 h later, treated them 
with rIL-12p80 (1 µg in 100 µl of PBS) or low endotoxin azide-free–purified IL-
12p40-specific antibodies (Biolegend) (500 µg in 100 µl of PBS), respectively.

Statistical analysis. Data are presented as means ± s.d. We estimated the differ-
ences between mean values by using two-tailed pairwise Student’s t tests after 
Anderson-Darling tests for assessment of normality of the data distributions. We 
calculated correlation coefficients using Pearson’s two-tailed tests after assess-
ment of data distribution normality. In all figures, we use asterisk (*) and degree 
(°) symbols to indicate significant differences observed when comparing indi-
cated groups (*,° P < 0.05; **,°° P < 0.01; and ***,°°° P < 0.001).

Additional methods. Detailed methodology is described in the Supplementary 
Methods.
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a b c 

Supplementary Figure 1 Alum and AlHydrogel induce cell death and release of host DNA at sites of injection. (a) 

Concentration of free double-stranded (ds)DNA in the acellular fraction of the muscle lavage fluid of mice treated 

i.m. with increasing doses of alum, measured through time using quantitative fluorescent double-stranded DNA 

stain. (b) Extracellular DNA deposition in alum macroscopic i.m. depots stained with 4',6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) (scale bar: 25 !m). (c) Cell death rate in the peritoneal lavage fluid of mice treated i.m. with 

increasing doses of alum, assessed by staining with 7-aminoactinomycin D (7-AAD) and flow cytometry. (d,e) 

Comparison of cell death rate (d) and dsDNA release (e) at i.p. and i.m. injection sites between alum- and 

AlHydrogel-treated mice. n=5 (a,c-e). Data are representative of one of three independent experiments. 
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Supplementary Figure 2 Alum and host DNA injected i.m. potentiates type 2 humoral responses.(a) Serum titers 

of OVA-specific IgM, (b) IgG1 and (c) IgE measured on indicated days in mice immunized i.m. with OVA alone, 

OVA and alum, or OVA and DNA on days 0 and 14, and boosted with OVA on day 21. n=5. Data are 

representative of one of two experiments. (AU, arbitrary unit).  
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Supplementary Figure 3 DNA released upon alum treatment is necessary and sufficient to boost humoral 

responses. (a) Experimental outline. In vitro, we mock-treated or submitted to DNase I treatment the acellular 

fraction of peritoneal lavage fluid from OVA- or OVA and alum-treated mice, before transferring it to naïve 

recipient mice with 10!g OVA. We boosted recipient mice i.p. with OVA 10 d later. (a,b) ELISA measurement of 

OVA-specific IgE (b) and IgG1 (c) serum titers 7 d later. n=5. Data are representative of one of four independent 

experiments. (AU, arbitrary unit).  
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Supplementary Figure 4 Host DNA released by alum cytotoxicity mediates alum adjuvant activity on 

endogenous T cell responses. We treated mice i.p. with OVA, OVA and DNA, OVA and alum or OVA and alum 

followed by DNase I treatment. Five days later, we isolated bronchial lymph node (BLN) cells, labeled them with 

CFSE and restimulated them in vitro with OVA for 5 days. Cell viability remained high following 

carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) labeling (data not shown). We estimated the proliferation of OVA-

specific CD4+ T cells by measuring the percentage of CFSElow CD4+ T cells by flow cytometry (inserts indicate 

the percentage of CFSElow CD4+ T cells). n=5. Data are representative of one of two independent experiments.  
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Supplementary Figure 5 Nlrp3 or Casp1 deficiency does not significantly impact on the adjuvant activity of alum 

on humoral responses. Serum OVA-specific IgE (a) and IgG1 (b) serum antibody titers measured on day 28 in 

WT, Nlrp3!/! and Casp1!/! mice immunized i.m. with OVA or OVA and 0.3 mg alum on days 0 and 14 and boosted 

with OVA on day 21. n=5. Data are representative of one of two independent experiments. (AU, arbitrary unit).  
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Supplementary Figure 6 The adjuvant activity of alum on antigen-specific IgE responses requires Irf3 

independently of alum type and antigen. Serum HSA-specific IgE (a) and IgG1 (b) antibody titers measured on 

day 28 in Irf3!/! mice immunized i.p. with HSA or HSA combined with the indicated doses of AlHydrogel on days 

0 and 14 and boosted with HSA i.p. on day 21. n=5. Data are representative of one of two independent 

experiments. (AU, arbitrary unit).  
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Supplementary Figure 7 The adjuvant activity of alum and host DNA on antigen-specific IgE responses requires 

Irf3 independently of the site of injection. Serum OVA-specific IgE (a, c) and IgG1 (b, d) antibody titers measured 

on day 28 in WT and Irf3!/! mice immunized i.m. with OVA or OVA combined with the indicated doses of alum or 

DNA on days 0 and 14 and boosted with OVA on day 21. n=5. Data are representative of one of two independent 

experiments. (AU, arbitrary unit). 
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Supplementary Figure 8 Irf3 is essential for the boosting of type 2 T cell responses by alum and genomic DNA. 

We treated WT and Irf3!/! mice i.p. with OVA, OVA and DNA or OVA and alum. Five days later, we isolated BLN 

cells, labeled them with CFSE and restimulated them in vitro with OVA for 5 days. Cell viability remained high 

following carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) labeling and was not different between WT and Irf3!/! 

cells (data not shown). (a) Proliferation of OVA-specific CD4+ T cells estimated by measuring the percentage of 

CFSElow CD4+ T cells by flow cytometry (inserts indicate the percentage of CFSElow CD4+ T cells). (b) 

Percentages of IL4+ cells among CD4+ CFSElow cells assessed by intracellular staining and flow cytometry 

(inserts indicate the percentage of IL4+ CFSElow CD4+ T cells). n=5. Data are representative of one of three 

independent experiments.  
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Supplementary Figure 9 Irf3 is essential for the boosting of ‘canonical’ Th2 cell differentiation and IgE responses 

in an alum-immunization-based asthma model. We challenged OVA- and OVA and alum-sensitized WT and Irf3!/! 

mice with aerosolized OVA and analyzed for type 2 T cell and humoral responses. (a) BLN cell proliferation in 

response to 3 days in vitro OVA stimulation assessed by the measurement of 3H-thymidine uptake. (b) ELISA 

measurement of IL-4, IL-5 and IL-13 concentrations in culture supernatants of OVA-stimulated BLN cells. Serum 

OVA-specific IgE (c) and IgG1 (d) titers. n=5. Data are representative of one of three independent experiments. 

(CPM, counts per minute).  
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Supplementary Figure 10 WT and Irf3!/! T lymphocytes have similar potential for proliferation and Th2 cytokine 

secretion. (a) Proliferation assessed by measuring 3H-thymidine incorporation during the last 16 hours of a 2-day 

culture of T cells (2 105 cells, >95% purity) purified from the BLNs of naïve WT and Irf3!/! mice and cultured with 

CD28-specific antibodies into plates coated with CD3-specific antibodies. We cultured controls in uncoated wells 

without CD28-specific antibodies. (b) ELISA measurement of IL-4, IL-5, IL-13 in the supernatant of the cells in a. 

n=5 . Data are representative of one of three independent experiments. (CPM, counts per minute)  
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Supplementary Figure 11 Irf3!/! mice have normal immunization potential in response to Irf3-independent 

adjuvants. Serum OVA-specific IgG1 (a), IgE (b), and IgG2c (c) antibody titers measured on day 28 in WT and 

Irf3!/! mice immunized s.c. with OVA and CFA on day 0 and OVA and IFA on day 14, and boosted with OVA i.p. 

on day 21. n=5. Data are representative of one of two independent experiments. (AU, arbitrary unit). 
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Supplementary Figure 12 Alum induces similar recruitment of innate immune cells in WT and Irf3!/! mice. 

Recruitment of innate immune cells through time in the peritoneal lavage fluid of WT and Irf3!/! mice treated i.p. 

with OVA or OVA and alum, assessed by flow cytometry. (a) We defined inflammatory monocytes (iMonos) as 

F4/80int CD11b+ Ly6C+ Ly6G! cells, conventional DCs (cDCs) as MHCII+ CD11c+ F4/80low Ly6C! cells, and 

plasmacytoid DCs (pDCs) as B220+ Ly6G+ CD11cint F4/80low cells. (b) We defined peritoneal macrophages as 

F4/80high CD11b+ SSChigh cells, neutrophils as CD11b+ Ly6C+ Ly6G+ F4/80! cells, and eosinophils as CD11b+ 

Ly6Cint Ly6Gint F4/80int cells. n=5. Data are representative of one of four independent experiments.  
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Supplementary Figure 13 Gating strategy and alum- and DNA-induced migration of iDCs. (a) Gating strategy for 

the identification of inflammatory dendritic cells (iDCs), conventional DCs (cDCs) and plasmacytoid DCs (pDCs) 

in the BLNs of mice by flow cytometry. We defined iDCs as CD11cint/+ CD11b+ Ly6C+ Ly6G- cells, cDCs as MHCII+ 

CD11c+ F4/80low Ly6C- cells and pDCs as B220+ Ly6G+ CD11cint F4/80low cells. (b) Comparison by flow cytometric 

analysis of the recruitment of iDCs to the BLNs of WT and Irf3-/- mice treated i.m. with OVA, OVA and DNA or 

OVA and alum. n=5. Data are representative of one of more than 4 (a) and one of two (b) independent 

experiments. 
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Supplementary Figure 14 Deficient inflammatory monocyte function is responsible for impaired type 2 

responses in the lymph nodes draining alum injection sites in Irf3!/! mice. We treated Irf3!/! mice i.p. with OVA 

and alum and, 6 h later, injected them i.p. 2.106 iMonos isolated from the peritoneal cavity of OVA and alum-

treated WT mice. Five days later, we labeled the BLN cells of recipient mice with CFSE and restimulated them in 

vitro with OVA for 5 days. (a) Proliferation of OVA-specific CD4+ T cells estimated by measuring the percentage of 

CFSElow CD4+ T cells by flow cytometry (Inserts indicating the percentage of CFSElow CD4+ T cells). (b) 

Percentages of IL4+ cells among CD4+ CFSElow cells assessed by intracellular staining and flow cytometry. We 

used BLN cells from WT and Irf3!/! mice that received PBS with OVA alone or OVA and alum as controls. n=4 . 

Data are representative of one of three independent experiments. 
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Supplementary Figure 15 Inflammatory monocytes are sufficient to induce type 2 responses in the lymph nodes 

draining alum injection sites. We gave WT mice i.p. 10 !g OVA alone or OVA with 2.106 iMonos isolated from the 

peritoneal cavity of OVA and alum-treated WT mice (OVA + iMonos). Five days later, we labeled the BLN cells of 

recipient mice with CFSE and restimulated them in vitro with or without OVA for 5 days. (a) Proliferation of OVA-

specific CD4+ T cells estimated by measuring the percentage of CFSElow CD4+ T cells by flow cytometry. (b) 

Representative histograms of samples compared in (a), with inserts indicating the percentage of CFSElow CD4+ T 

cells. (c) Percentages of IL4+ cells among CD4+ CFSElow cells assessed by intracellular staining and flow 

cytometry. (d) ELISA measurement of IL-4, IL-5, IL-13 and IFN-! concentrations in the supernatant of the OVA-

stimulated BLN cells. n=5 . Data are representative of one of two independent experiments. (iMonos, 

inflammatory monocytes).  
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Supplementary Figure 16. Imonos are a major source of type I IFN production in alum-treated mice. IFN-!1 

immunotrapping and ELISA detection in the supernatants of iMonos and negative fraction cells (non-iMonos) 

FACS-sorted from the peritoneal cavity of WT and Irf3"/" mice 18h after OVA and alum treatment. n=5. Data are 

representative of one of two independent experiments. 
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Supplementary Figure 17 Proposed model for the adjuvant effect of host cell DNA upon alum immunization. 
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Supplementary methods                                                                                     Marichal et al. 

Supplementary information 

 

Antibodies. Allophycocyanain- and phycoerythrin-conjugated F4/80 (BM8)-, 

allophycocyanain-conjugated V!2 TCR (B20.1)-, allophycocyanain-eFluor780-conjugated 

CD11c (N418)-, eFluor450-conjugated CD11b (M1/70)-, fluorescein isothiocyanate-

conjugated B220 (RA3-6B2)-, biotinylated CCR7 (4B12)-, CD86 (GL1)-, eFluor450-

conjugated CD4 (RM4-5)-, CD3e (17A2)-specific antibodies and phycoerythrin-cyanin7-

conjugated streptavidin were from eBioscience. Biotinylated anti–MHC class II (I-Ab; AF6-

120.1)-, fluorescein isothiocyanate-conjugated-Ly6C (AL-21)-, allophycocyanin-conjugated-

Ly6G (1A8)-, peridinin chlorphyll protein-cyanin5.5-conjugated-Ly6C (AL-21)-, 

allophycocyanain-conjugated IL-4- (11.B.11)-specific antibodies and phycoerythrin-

conjugated streptavidin were from BD Biosciences. Fluorescein isothiocyanate–conjugated 

anti-CD40 (3/23) was from Serotec. Pacific-Blue-conjugated streptavidin was from Molecular 

Probes Invitrogen. 

 

Lavage of injection sites and measurement of free double-stranded DNA concentrations 

and cell death rate. We performed lavages with 1 ml ice-cold Mg- and Ca-free PBS 

containing 0.6 mM EDTA. We removed cells and alum crystals from the lavage fluid of mice 

by 2 successive centrifugations at 1,000 g for 4 min at 4 °C. We measured double-stranded 

DNA in the acellular fraction of the lavage fluid using Quant-iT PicoGreen dsDNA reagent 

(Invitrogen) according to the manufacturer's protocol. We assessed cell death rate following 

alum treatment by staining with 5% (vol/vol) 7-AAD (e-Bioscience), followed by flow 

cytometric analysis. 

 

Fluorescence microscopy. We isolated alum depots from injection sites 12 hours after 

treatment and incubated them for 10 minutes with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). We 

then placed the depots in RMPI without phenol red, in a 35-mm glass bottom dish. We 

recorded images with an Olympus FV1000 confocal microscope equipped with a 60x oil 

objective and an incubation chamber to maintain the cells at 37 °C in a 5% CO2 humidified 

atmosphere. We visualized DAPI fluorescence with a 405 nm excitation and a 415–480 nm 

emission window. 

 

Peritoneal lavage transfer experiments. We performed peritoneal lavages 12 h after 

treatment with OVA and alum or OVA alone and removed cells and debris. We submitted 

peritoneal lavage fluids to DNase I digestion (Roche) for 5 h following the manufacturer's 

protocol. We mock-treated control peritoneal lavage fluids. We then gave recipient mice 400 

µl of donor peritoneal lavage fluid or PBS mixed with 10 µg OVA i.p. We gave mice an i.p. 

boost of 20 µg OVA 10 d later. Mice were sacrificed for serum analysis one week later.  

 

Immunizations with Freund’s adjuvant. We injected mice on d 0 subcutaneously with 10 

µg OVA alone or in conjunction with 400 "g CFA (Pierce Biochemicals). We collected 

serum on d 10. We injected mice subcutaneously on d 14 with 10 "g OVA alone or in 

conjunction with 400 "g IFA (Pierce Biochemicals). On d 21, we boosted mice i.p. with 20 

"g alone and collected serum for analysis on d 28.  

 

Restimulation of BLN cells. We cultured BLN cells (2 x 10
5
 cells in a 96-well plate) in 

Click’s medium (2.10
5
 cells in 200 µl, in 96-well plates) supplemented with 0.5% (vol/vol) 

heat-inactivated C57 Bl/6 mouse serum (Harlan Netherland), 8 mM L-glutamin, 50 UI ml
-1

 

G-penicillin and 50 µg ml
-1 

streptomycin, with or without OVA (OVA grade V, Sigma) (50 

µg ml
-1

). We collected culture supernatants for cytokine detection by ELISA. We measured 

cell proliferation as 
3
H-thymidine incorporation during the last 16 h of a 4-d culture. 
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T-cell stimulation. We purified 2.10
5
 cells T cells from BLNs using the Pan T cell Isolation 

Kit  (Miltenyi Biotec) and assessed for purity by staining for CD3e followed by flow 

cytometry. We cultured cells with CD28-specific antibodies (5 mg ml
-1

; 37.51, eBioscience) 

in RPMI supplemented with 10% (vol/vol) heat-inactivated FCS and additives into 96 well 

plates coated with CD3-specific antibodies (10 mg ml
-1

; 145-2C11, eBioscience). We cultured 

controls in uncoated wells without CD28-specific antibodies. We measured cell proliferation 

was measured as 
3
H-thymidine incorporation during the last 16 h of a 2-d culture. 

 

CFSE labeling. We incubated splenic and lymph node cells from OT-II transgenic mice (5 # 

10
7
 cells/ml) with CFSE (5 µM in PBS) for 10 minutes at 37 °C. We washed cells in PBS 

containing 10% FCS and then twice in PBS and injected them in the caudal vein of mice. 

 

Alum-induced asthma model. We challenged OVA- and OVA and alum-sensitized mice 

from d 21 to 25 with aerosolized OVA 1% (wt/vol) in PBS for 1 h per day. We performed 

broncho-alveolar lavages and cytology. Briefly, we catheterized the trachea and washed the 

lungs with 1 ml ice-cold Mg- and Ca-free PBS containing 0.6 mM EDTA. We assessed cell 

density in bronchoalveolar lavage fluid using a hemocytometer. We performed differential 

cell counts on cytospin preparations stained with Diff-Quick (Dade Behring). We fixed lungs 

in 10% formalin, paraffin-embedded them, and cut them in 5-mm sections. We estimated the 

extent of peribronchial inflammation by a score calculated by means of quantification of 

peribronchial inflammatory cell layers in lung sections stained with hematoxylin and eosin. 

We quantified mucus production as the percentage of periodic acid-Schiff-stained goblet cells 

per total epithelial cells in randomly selected bronchi. We randomly selected and analyzed 

seven sections per lung.  

 

ELISA. We assayed culture supernatants for mouse IL-4, IL-5, IL-13 and IFN-$ by ELISA 

(Biosource/Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. We assayed peritoneal 

lavage supernatants for mouse IFN-!1 and IL-1! by ELISA (PBL Interferon Source and 

Imtec Diagnostics NV, respectively) according to the manufacturer’s protocol. We performed 

IFN-!1 immunotrapping by culturing FACS-sorted iMonos and negative fraction (4.10
6
 

cells/ml) overnight in capture antibody-coated 96 wells plates, followed by classical ELISA. 

 

Cell viability. We assessed the viability of CFSE-labeled iMonos prior to adoptive transfer by 

means of DAPI staining and subsequent flow cytometric analysis. The survival of iMonos 

following labeling was high and comparable between WT and Irf3
-/-

 cells (data not shown). 

!

Cell transfer experiments.  For the study of migration, we purified iMonos from the 

peritoneal lavage fluid of OVA and alum-treated mice by FACS 18 h post-treatment (>95% 

purity). We stained iMonos with CFSE at a concentration of 2 µM for 10 min at 37 °C, 

washed and tested their viability. We then injected 1.10
6
 cells i.p. into recipient mice treated 

with OVA and alum 12 h before transfer, or into naïve WT mice. We gave control mice 

vehicle PBS. For the assessment of their effects on type 2 and humoral responses, we purified 

iMonos as above 6 h post-treatment, and injected 2.10
6
 cells i.p. into recipient mice treated 

with OVA and alum 6 h before transfer.  

!
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