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Abréviations 
 
AGM Aorta-gonad-mésonephros 
APC Antigen Presenting Cell ; Cellules présentatrice d’antigènes  
BAL Broncho-alveolar lavage ; Lavage broncho-alvéolaire 
BAM Bronchus-associated macrophages ; Macrophages associés aux bronches 
BCG Bacille de Calmette-Guérin  
BMDC Bone marrow-derived dendritic cells ; Cellules dendritiques dérivées de moelle 

osseuse 
cDC1 ou 2 Cellules dendritiques conventionnelles de type 1 ou 2  
CDP Common dendritic progenitor 
CIITA MHC class II transactivator  
CLIP Class II – associated invariant chain peptide 
CLP Common lymphoid progenitor 
CLR C-type lectin receptors  
cMo Monocyte classique 
cMoP Common monocyte progenitor 
CMP Common myeloid progenitor 
CpG-DNA Extraits d’ADN bactériens, qui contient des motifs CpG non méthylés  
CRC CXCL12-producing reticular cells 
CTY Cell Tracer Yellow 
DAMP Damage-associated molecular patterns  
DC Dendritic cell ; Cellule dendritique 
DCMo DC-like monocyte 
E Jour(s) de développement embryonnaire 
EMP Erythro-myeloid progenitors 
ER Estrogen réceptor ; Récepteur à l'œstrogène  
FDC Follicular dendritic cells 
FRC Fibroblastic reticular cells 
GC Germinal center ; Centre germinatif  
GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor  
GMP granulocyte macrophage progenitor 
HDM House Dust Mite 
HEV High endothelium venules 
HSC Hematopoietic stem cells ; Cellules souches hématopoïétiques  
iBALT induced bronchus-associated lymphoid tissue  
IL Interleukine 
LB Lymphocyte B 
LBD Ligand binding domain ; Domaine de liaison du ligand 
LPS Lipopolysaccharides 
LT Lymphocyte T  
M-CSF Macrophage colony-stimulating factor 1  
MA Macrophage alvéolaire 



 

MC Monocyte-derived cell 
MDP Macrophage and dendritic cell progenitor 
MHC-I Major histocompatibility complex type I ; Complexe majeur d’histocompatibilité 

de classe I 
MHC-II Major histocompatibility complex type II ;  Complexe majeur d’histocompatibilité 

de classe II 
MI Macrophage interstitiel 
MIIC MHC class II compartment 
MLR Mixed leukocyte reaction 
MMP Multipotent progenitor 
moDC Monocyte-derived denditic cells ; Cellules dendritiques dérivées de monocytes 
MP Monocyte precursor 
MPS  Mononuclear phagocyte system; système phagocytaire mononucléé 
MRC Marginal reticular cells 
NAM Nerve-associated macrophages 
NeuMo  Neutrophil-like monocyte 
NLR NOD-like receptors  
PAMP Pathogen-associated molecular patterns  
pDC Plasmacytoid dendritic cells ; Cellules dendritiques plasmacytoïdes  
PLC Peptide loading complex 
pMo Patrolling monocyte ; Monocyte patrouilleur 
PRR Pattern recognition receptor  
RLR Retinoic acid-inducible gene 1 (RIG1)-like helicase receptors  
rTGFb1 TGFb1 recombinant 
SAP SH2 domain-containing adaptator protein 
scRNAseq single cell RNA-sequencing ; séquençage de l’ARN par cellule individuelle 
TAM Tamoxifène 
TCM T central memory 
TCR T cell receptor  
TEM T effector memory 
TFH Lymphocyte T follicular helper  
TFR Lymphocyte T follicular regulatory cells  
TGFb Transforming growth factor b 
Th Lymphocytes T helper de type… 
TLR Toll-like receptor  
Treg Lymphocytes T régulateurs  
TRM T resident memory 
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Les macrophages interstitiels (MI) sont des cellules immunitaires innées appartenant au 
système phagocytaire mononucléé pulmonaire et situées dans le parenchyme pulmonaire. Elles 
ont été caractérisées jusqu’à présent pour leurs fonctions régulatrices innées. Elles sont en effet 
capables de produire de l’interleukine (IL)-10, une cytokine immunosuppressive, et d’inhiber la 
maturation de cellules dendritiques (DC), empêchant ainsi l’établissement de réponses 
immunitaires aberrantes dans les voies respiratoires, telles qu’observées dans l’asthme. 
Récemment, deux sous-types distincts de MI ont été identifiés, discriminés grâce à leur expression 
différentielle de Lyve1 ou de CD206. Les MI ont la capacité de phagocyter des corps étrangers 
provenant de la circulation sanguine ou des voies aériennes. Contrairement aux macrophages 
alvéolaires (MA), les MI expriment le complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (MHC-II), 
suggérant qu’ils ont des capacités de présentation antigénique. Cette hypothèse a été évaluée 
dans le présent travail.  
 

Nous avons tout d’abord étudié l’expression du MHC-II et de la machinerie supportant la 
présentation d’antigènes par les MI en analysant des données de séquençage d’ARN messager. 
Ensuite, nous avons utilisé des systèmes de cocultures avec des lymphocytes T (LT) CD4+ naïfs et 
avons évalué la capacité des MI à induire la prolifération de ces cellules et d’orienter leur 
différenciation vers un phénotype régulateur (Treg) caractérisé par l’expression de Foxp3. Dans 
ces systèmes, nous avons comparé les capacités des MI à celles des MA (réputés être incapables 
de présenter les antigènes) et des DC (connues pour être spécialisées dans la présentation 
antigénique) utilisés comme contrôles négatif et positif. Nous avons ensuite déterminé si des 
antigènes solubles inhalés pouvaient être capturés par les MI in vivo et si ceux-ci pouvaient migrer 
jusqu’au ganglion lymphatique drainant. Nous avons ensuite visualisé les interactions entre les MI 
et les LT in vivo dans un modèle d’asthme expérimental en utilisant des techniques de microscopie 
confocale. Pour pousser plus loin nos recherches, il nous est paru essentiel de générer une souris 
génétiquement modifiée dans laquelle la présentation antigénique par les MI était supprimée sans 
impacter celle réalisée par d’autres cellules présentatrices d’antigènes (APC). Nous avons enfin 
observé le comportement immunitaire de cette souche transgénique soumise à un modèle 
d’asthme expérimental, en étudiant les populations cellulaires récupérées par un lavage broncho-
alvéolaire (BAL) et l’orientation des réponses T dans le poumon.  

 
Ces expériences nous ont permis de démontrer que les MI expriment fortement le MHC-

II, ainsi que la machinerie associée à la présentation d’antigène. Ils sont par ailleurs capables 
d’induire une prolifération de LT ex vivo, dépendante du MHC-II et spécifique de l’antigène. 
Lorsqu’ils sont cultivés avec des MI, les LT se différencient en Treg, de manière dépendante de l’IL-
10 et du transforming growth factor (TGF)-b. Les MI sont également capables de capturer 
l’antigène in vivo et ensuite d’induire une prolifération de LT ex vivo. Ils ne sont cependant pas 
capables de migrer vers les ganglions drainants. Les interactions entre les MI et les LT, visualisées 
par microscopie confocale, sont augmentées suite à l’induction d’asthme expérimental. Enfin, 
nous n’avons cependant observé aucun impact de la déplétion de MHC-II dans les MI sur les 
populations de cellules du BAL ou l’orientation des réponses T dans le modèle d’asthme 
expérimental utilisé.  

 
Nos résultats mettent en évidence le rôle de cellule présentatrice d’antigène des MI, et 

leur capacité à induire des Treg. Ces propriétés pourraient avoir un rôle essentiel dans la 
modération des réponses immunitaires pulmonaires, bien que nous n’ayons pas réussi à les 
mettre en évidence dans nos modèles in vivo.   
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Interstitial macrophages (IM) are innate immune cells belonging to the pulmonary 
mononuclear phagocytic system and located in the lung parenchyma. They have been 
characterized until now for their innate regulatory functions. They are indeed capable of 
producing interleukin (IL)-10, an immunosuppressive cytokine, and of inhibiting the 
maturation of dendritic cells (DC), thus preventing the establishment of aberrant immune 
responses, in the respiratory tract such as observed in asthma. Recently, two distinct subtypes 
of IM have been identified, discriminated by their differential expression of Lyve1 or CD206. 
IM have the ability to phagocyte foreign bodies coming from the bloodstream or the airways. 
Unlike alveolar macrophages (AM), IM express major histocompatibility complex class II 
(MHC-II), suggesting that they have antigen presenting capabilities. This hypothesis was 
evaluated in the present work. 
 

We first studied the expression of MHC-II and the machinery supporting antigen 
presentation in the IM by analyzing messenger RNA-sequencing data. Then, we used coculture 
systems with naive CD4+ T lymphocytes (LT) and evaluated the capacity of IM to induce the 
proliferation of these cells and direct their differentiation towards a regulatory phenotype 
(Treg) characterized by the expression of Foxp3. In these systems, we compared the capacities 
of IM to those of AM (known to be incapable to present antigens) and DC (known to be 
specialized in antigen presentation) used as negative and positive controls. We then 
determined whether inhaled soluble antigens could be captured by IM in vivo and whether 
these could migrate to the draining lymph node. We then visualized the interactions between 
IM and LT in vivo in an experimental asthma model using confocal microscopy techniques. 
Then, it seemed essential to generate a genetically engineered mouse in which antigen 
presentation by IM was suppressed without impacting the ones carried out by other antigen-
presenting cells (APC). We finally observed the immune behavior of this transgenic strain in 
an experimental asthma model, by studying the cell populations recovered by 
bronchoalveolar lavage (BAL) and the orientation of T responses in the lung. 
 

These experiments allowed us to demonstrate that IM strongly express MHC-II, as well 
as the machinery associated with antigen presentation. They are also capable of inducing 
MHC-II- and antigen-dependant proliferation of LT ex vivo. When cultured with IM, LT 
differentiate into Treg, in a manner dependent on IL-10 and transforming growth factor (TGF)- 
b. IM are also capable of capturing antigen in vivo and subsequently inducing LT proliferation 
ex vivo. However, they are not capable of migrating towards the draining lymph nodes. The 
interactions between IM and LT, visualized by confocal microscopy, are increased following 
the induction of experimental asthma. Finally, however, we did not observe any impact of 
MHC-II depletion in IM on BAL cell populations or the orientation of T responses in the 
experimental asthma model used. 
 

Our results highlight the role of IM as an antigen-presenting cell, and their ability to 
induce Treg. These properties could have an essential role in moderating pulmonary immune 
responses, although we have not succeeded in highlighting them in our in vivo models. 
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1. Le système phagocytaire mononucléé 
 
 

En 1892, Ilya Metchnikoff se base sur ses observations chez les amibes, les éponges et 
d’autres invertébrés, ainsi que sur des modèles de tuberculose hépatique chez le lapin, pour 
construire sa conception de la phagocytose. Il met en évidence sa conservation au cours de 
l’évolution, entre moyen d’apport nutritif pour les organismes unicellulaires jusqu’au 
mécanisme de défense immunitaire. Il nomme ces cellules phagocytaires les macrophages, 
qui ont un simple et grand noyau, et les microphages, qui sont plus petits et ont un noyau 
plurilobé. Ces derniers sont décrits comme des cellules défensives particulièrement 
importantes lors de phases d’infection aigues. Aujourd’hui, les microphages sont identifiés 
comme des neutrophiles (Cavaillon, 2011; Metchnikoff, 1892). Plus tard, Karl Aschoff 
regroupe ces cellules, capables d’absorber des colorants dans la circulation depuis les tissus 
et se situant en bordure de l’endothélium vasculaire, dans un système qu’il nomme « système 
réticulo-endoplasmique ». Ces cellules sont également décrites comme formant un réseau 
grâce à leurs grands prolongements cytoplasmiques (Aschoff, 1924; Yona & Gordon, 2015).  

Cette dénomination est controversée après les années 50, en raison de sa 
nomenclature erronée et du regroupement trop large de cellules aux rôles ou origines trop 
différents. C’est alors que la classification du « système phagocytaire mononucléé » (MPS), 
proposée par Ralph Van Furth, voit le jour en 1972. Les cellules le constituant sont décrites 
comme hautement phagocytaires et ayant une capacité d’adhésion aux surfaces vitrées. Le 
MPS inclut également les précurseurs des phagocytes. Grâce à des expériences chez la souris 
marquant les cellules prolifératives avec de la thymidine radioactive tritiée (3H), des 
splénectomies et des irradiations partielles, il est établi que les monocytes sanguins 
proviennent de promonocytes, hautement prolifératifs, situés dans la moelle osseuse. Lors 
d’une inflammation stérile induite par injection de sérum de veau, R. Van Furth et ses 
collègues observent un afflux de monocytes dans la cavité péritonéale, qui précède 
l’augmentation du nombre de macrophages péritonéaux, et en déduisent que les 
macrophages tissulaires proviennent de monocytes circulants (van Furth & Cohn, 1968). Sous 
cet ensemble de « système phagocytaire mononucléé » sont donc repris les précurseurs et 
promonocytes de la moelle osseuse, desquels dérivent les monocytes sanguins, se 
différenciant eux-mêmes en macrophages tissulaires en entrant dans les tissus (van Furth et 
al., 1972). 

 
Les cellules dendritiques (DC) sont découvertes dans la rate en 1973 par Ralph 

Steinman et Zanvil Cohn. Elles sont décrites comme de grandes cellules aux prolongements 
cytoplasmiques longs, nombreux et très mobiles, à la différence des macrophages (Steinman 
& Cohn, 1973). Elles sont identifiées comme exprimant le complexe majeur 
d’histocompatibilité de classe II (MHC-II) et étant particulièrement efficaces pour déclencher 
la primary mixed leukocyte reaction (MLR), c’est à dire induire une vigoureuse prolifération de 
lymphocytes T allogéniques (Steinman & Witmer, 1978). Elles sont d’abord exclues de la 
classification du système phagocytaire mononucléé car elles ne partagent pas la même origine 
que les macrophages (van Furth et al., 1972). Plus tard, sur base de similitudes ontogéniques, 
phénotypiques et fonctionnelles, elles sont réintégrées dans cette classification (Guilliams et 
al., 2014; Hume et al., 2002).  

Aujourd’hui, le MPS reprend donc les monocytes, les cellules dendritiques et les 
macrophages.  
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1.1 Ontogénie et renouvellement 

 
Les macrophages  
Une remise en question de la théorie du MPS s’opère assez rapidement. En effet, 

Widmann et Fahimi, dans les années 70, observent des macrophages tissulaires du foie (les 
cellules de Kupffer) proliférant chez le rat (Widmann & Fahimi, 1975) tandis que Naito et al., 
dans les années 90, identifient des macrophages déjà présents aux premiers stades de 
l’embryogenèse, avant l’apparition des monocytes, dont certains sont encore présents chez 
l’adulte (M. Naito et al., 1990; Makoto Naito et al., 1996). Mais ce n’est qu’au cours des années 
2010 que l’on assiste à une évolution rapide de la compréhension de l’origine des 
macrophages, et à une complexification des théories établies antérieurement (Davies et al., 
2013).  

Les premières études de fate-mapping (littéralement « suivi de destin »), chez la 
souris, établissent que les macrophages tissulaires du système nerveux central, la microglie, 
et les cellules présentatrices d’antigène de la peau, les cellules de Langerhans, ont une origine 
prénatale (Ginhoux et al., 2010; Hoeffel et al., 2012). En utilisant des souris déficientes en 
facteur Myb, incapables d’hématopoïèse, Schultz et al. ont ensuite montré une dualité dans 
les macrophages présents à l’âge adulte : les macrophages F4/80high étant d’origine prénatale 
et indépendants de l’hématopoïèse, au contraire des macrophages F4/80low (Davies et al., 
2013; Schulz et al., 2012). Ils établissent ainsi que les macrophages de la peau, du foie, du 
cerveau, du pancréas, du poumon, de la rate et du rein proviennent, du moins partiellement, 
du sac vitellin. 

 
Vient ensuite l’hypothèse de deux vagues de colonisation successives : une première 

vague de macrophages primitifs, sans intermédiaire monocytaire, provenant des îlots 
sanguins du sac vitellin envahit tout l’organisme dès la mise en place de la circulation 
sanguine. Cela se produit aux jours 9-10 du développement embryonnaire (E9-10) chez la 
souris. La seconde vague, appelée hématopoïèse définitive, est constituée de cellules souches 
hématopoïétiques (HSC), générées dans l’AGM (aorta-gonado-mesonephros) qui colonisent le 
foie fœtal. Là, à partir du E11.5-12.5, des monocytes sont formés et envahissent à leur tour 
les différents organes, où ils deviennent des macrophages. Cette seconde vague de cellules 
vient remplacer la première dans la majorité des organes, comme le poumon (macrophages 
alvéolaires) ou le cœur. Cependant, le cerveau reste lui constitué presque exclusivement de 
macrophages du sac vitellin. Les cellules de Langerhans de la peau semblent conserver une 
origine mixte (Ginhoux & Jung, 2014). On identifie ensuite la première vague, provenant du 
sac vitellin et donnant naissance aux macrophages F4/80high, comme indépendante du facteur 
de transcription Myb, au contraire de la deuxième vague, dépendante elle, de ce facteur 
(Ginhoux et al., 2016; Hoeffel et al., 2015; Lavin et al., 2015).  

 
La seconde vague est ensuite redéfinie en deux vagues distinctes, celle des EMP 

(erythro-myeloid progenitors), Myb-indépendante, et celles des HSC à proprement parler. Les 
EMP diffèrent des HSC notamment par leur incapacité à générer la lignée lymphoïde. Ils 
proviennent du sac vitellin et envahissent le foie fœtal à E9, où ils se multiplient et se 
différencient en érythrocytes, granulocytes et monocytes à durée de vie courte. Ils constituent 
également l’origine principale des macrophages tissulaires, et pourraient également être les 
cellules à l’origine de la microglie (Hoeffel et al., 2015; Perdiguero & Geissmann, 2016).   
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Figure 1. Hétérogénéité de l’ontogénie des populations de macrophages dans différents organes. Les 
macrophages résidents dans les organes « fermés » ont une origine pré-natale, du sac vitellin (jaune) ou du 
foie fœtal (bleu). A : microglie ; B : cellules de Langerhans ; C : macrophages alvéolaires ; D : cellules de 
Kupffer. Dans les organes dits « ouverts », les monocytes proviennent de la moelle osseuse (rouge), et se 
différencient en macrophages à un rythme lent (cœur et pancréas) ou rapide (intestin et derme). (D’après 
Ginhoux et Guilliams, 2016). 
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Selon des études plus récentes (Ginhoux & Guilliams, 2016; Hoeffel & Ginhoux, 2018), 
les macrophages adultes proviennent de trois vagues successives de progéniteurs. La 
première vague, l’hématopoïèse primitive, prend place dans le sac vitellin à partir du E7, 
quand les progéniteurs, appelés « EMP précoces » se différencient en macrophages vitellins, 
qui se disséminent dans tous les organes dès le début de la circulation, à E9.5. Les EMP tardifs, 
provenant du sac vitellin, migrent jusqu’au foie fœtal, où ils se différencient en monocytes 
fœtaux qui, à leur tour aux environs du E14 .5, colonisent tout l’organisme, à l’exception du 
cerveau. Ils constituent la deuxième vague, appelée hématopoïèse définitive transitoire. Dans 
les AGM, les HSC fœtales se développent vers E10.5. Ceux-ci migrent vers le foie fœtal, où 
s’orchestre la troisième vague : l’hématopoïèse définitive. Des monocytes dits hépatiques 
sont produits aux alentours de la naissance. Ces cellules migrent également vers la moelle 
osseuse fœtale, où, plus tard chez l’adulte, l’hématopoïèse a lieu.  

 
Chez l’humain, on identifie également l’hématopoïèse primitive dans le sac vitellin à 

partir de 16 jours de gestation. Les HSC se développent dans l’endothélium aortique à 27 jours 
de gestation. Il y a ensuite colonisation du foie fœtal avant que l’hématopoïèse définitive 
prenne place dans la moelle osseuse, à 10,5 semaines de gestation (Tavian & Péault, 2005). 
 

Les origines des diverses populations de macrophage sont ainsi établies. On distingue 
ainsi trois scénarii majeurs (Figure 1) (Ginhoux & Guilliams, 2016; Ginhoux & Jung, 2014). Dans 
le premier cas, l’organe est dit « fermé » aux monocytes après la naissance, il est séparé de la 
circulation sanguine par un épithélium ou par une barrière. Les macrophages proviennent 
exclusivement de progéniteurs embryonnaires, ont de très longues durées de vie et sont 
capables de se renouveler indépendamment de monocytes circulants. C’est le cas de la 
microglie, originaire de macrophages du sac vitellin et qui, même en cas de stress, ne semble 
pas s’appuyer sur un apport de précurseurs circulants (Ajami et al., 2007; Ginhoux et al., 2010; 
Hoeffel et al., 2015; Sheng et al., 2015). Dans le poumon, les macrophages provenant du sac 
vitellin se font totalement remplacer par les macrophages dérivant de monocytes du foie 
fœtal, tandis que les cellules de Langerhans dans l’épiderme conservent une origine mixte 
(Ginhoux & Guilliams, 2016; Tamoutounour et al., 2013). Dans d’autres organes comme le 
péritoine, le foie ou la rate, les macrophages proviennent également de précurseurs 
embryonnaires, et se renouvellent de manière autonome. Cependant, en conditions 
pathologiques, cette population dépend de monocytes pour se régénérer (Guilliams et al., 
2013; Hashimoto et al., 2013; Hoeffel et al., 2015; Yona et al., 2013).  

Dans le deuxième cas, les organes sont dits « ouverts », ils ne sont pas séparés de la 
circulation sanguine, mais font état d’un recrutement de monocytes assez lent. On observe 
une origine mixte des cellules provenant de progéniteurs embryonnaires et de macrophages 
dérivés de monocytes de l’hématopoïèse définitive. C’est le cas dans le cœur (Molawi et al., 
2014) ou le pancréas (Ginhoux & Guilliams, 2016). 

L’intestin est l’exemple type du troisième scénario : les organes dits « ouverts » à 
recrutement rapide. Bien qu’également envahis par des macrophages provenant du sac 
vitellin, ceux-ci sont très rapidement remplacés par des cellules dérivées de monocytes. Tout 
au long de la vie de l’individu, les macrophages, à la durée de vie assez courte, vont être 
renouvelés par des monocytes se différenciant (Bain et al., 2014; Ginhoux & Guilliams, 2016; 
Sheng et al., 2015). 
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Dans des expériences de transfert adoptif, même des macrophages complètement 
différenciés du péritoine sont encore capables de s’adapter lorsqu’ils sont transférés dans le 
microenvironnement pulmonaire, au point de ressembler très fortement, au niveau 
transcriptomique, à des macrophages alvéolaires (MA) (Lavin et al., 2014). Il en va de même 
pour des cellules différenciées à partir de précurseurs de la moelle osseuse, qui, réinjectées, 
deviennent phénotypiquement semblables aux macrophages pulmonaires (T. Suzuki et al., 
2014). Quand il y a déficience en MA, l’administration de précurseurs provenant de n’importe 
quelle vague permet de régénérer cette population (van de Laar et al., 2016). De ces 
expériences nait l’idée que l’origine du macrophage serait moins primordiale que les signaux 
de l’organe qui l’entoure. C’est ainsi que le concept de niche se met en place (Ginhoux & 
Guilliams, 2016; Hoeffel et al., 2015; Hoeffel & Ginhoux, 2018; Lavin et al., 2015; Wynn et al., 
2013).  

Martin Guilliams est l’un des militants les plus actifs pour cette théorie. Il a commencé, 
avec son équipe, par définir les principales lois qui déterminent si un précurseur peut 
s’installer dans une niche. La niche est régulée par son accessibilité (reprenant le concept 
d’organe ouvert ou fermé), sa disponibilité (la niche est-elle déjà occupée ?) et la plasticité du 
précurseur (est-il capable de se différencier en fonction des signaux de la niche ?). L’origine 
des macrophages tissulaires dépendrait donc surtout de l’opportunité qu’ont les différentes 
vagues de précurseurs de coloniser l’organe, en fonction de son « timing d’ouverture » et de 
sa croissance (Guilliams & Scott, 2017).  

La niche d’un macrophage a pour rôle de donner un support physique à cette cellule, 
ainsi que des facteurs trophiques pour l’auto-maintenance du macrophage. C’est le concept 
récent de nurturing scaffold (littéralement « support nutritif »), qui fournit au macrophage 
accolé le facteur trophique dont il a besoin : de l’interleukine (IL)-34, du Macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF ou CSF-1) ou du Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
(GM-CSF ou CSF-2). Pour le CSF-1, il y a deux seuils critiques auxquels les macrophages 
réagissent différemment. Si la concentration de CSF-1 est basse, c’est le « seuil de survie », la 
concentration nécessaire au macrophage pour s’auto-renouveler et fonctionner 
normalement. Si par contre, la concentration de CSF-1 augmente, par manque de 
consommation de celui-ci par les macrophages absents ou morts, le seuil de prolifération est 
atteint, et ce sont alors les macrophages des niches adjacentes qui prolifèrent et dont les 
cellules filles colonisent les niches vides (Guilliams et al., 2020).  

La niche donne aussi des signaux spécifiques qui orientent l’identité du macrophage 
selon l’organe dans lequel il se trouve (Guilliams et al., 2020). Ces signaux peuvent être des 
cytokines, des métabolites ou encore des contacts cellulaires, qui orientent le macrophage 
vers un programme de différenciation spécifique, avec l’activation de « gènes signatures », 
nécessaires pour la maturation, la survie et la fonction du macrophage dans son organe. Ce 
programme est appelé « raffiné », au contraire du programme de facteurs de transcription « 
fondamentaux », qui dirige les cellules vers leur devenir en macrophage, au sens large. Les 
facteurs de transcription et gènes impliqués dans le programme raffiné semblent être 
différents pour chaque organe, et sont encore peu connus, tandis que ceux du programme 
fondamental sont communs à tous les macrophages et sont déjà assez bien connus. On peut 
citer PU.1, régulé par Runx1, qui par la variation de sa concentration dans la cellule dirige le 
devenir en macrophage ou en lymphocyte B. Une de ces principales cibles est CSF1R, 
récepteur important des facteurs trophiques. MafB et c-maf régulent l’auto-renouvellement  
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Figure 2. Représentation hiérarchique du développement hématopoïétique dans la moelle osseuse.  
Les cellules souches hématopoïétiques et les précurseurs multipotents se différencient en précurseurs 
intermédiaires aux potentiels de différenciation de plus en plus restreints, qui donnent tous les types de 
cellules sanguines. Les flèches pointillées indiquent de nouvelles voies de développement possibles 
récemment mises à jour. Les flèches rouges indiquent le passage dans la circulation sanguine ou les tissus, 
où la dernière étape de différenciation prend place. Les facteurs de transcription importants pour le 
développement des monocytes et cellules dendritiques sont indiqués. MEP, megakaryocyte/erythrocyte 
progenitors. (Adapté de Guilliams et al., 2018). 
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des macrophages sous l‘effet du M-CSF. Myb et Zeb2 sont également des facteurs principaux 
pour les macrophages (T’Jonck et al., 2018). 

En retour, le phagocyte doit également apporter un avantage à la niche dans laquelle 
il se trouve, les cellules s’apportant un bénéfice mutuel, comme on peut le voir par exemple 
entre les cellules de Leydig et les macrophages interstitiels testiculaires, ou les cellules 
souches épithéliales des glandes et les macrophages mammaires (Guilliams et al., 2020). 
 

En cas de rupture de l’homéostasie, les cytokines proinflammatoires (IL-6, IL-8), les 
signaux d’alarme comme l’IL-33, les damage-associated and pathogen-associated molecular 
patterns (DAMP et PAMP) sont produits par les cellules stromales en état de stress. Ces 
molécules stimulent la myélopoïese et le recrutement de monocytes dans les tissus 
inflammatoires. Souvent, pendant les inflammations sévères, le dommage tissulaire impacte 
les cellules de la niche supportant la survie des macrophages résidents. Les monocytes de la 
moelle osseuse sont rapidement recrutés dans le tissu pour repeupler cette niche, où ils se 
différencient en macrophages inflammatoires, ceux-ci ayant un programme de transcription 
très différent des macrophages résidents. Ces nouvelles cellules peuvent influencer à long 
terme le comportement immunitaire du microenvironnement (Park et al., 2022). 

 
Les cellules dendritiques 
Les cellules dendritiques se développent dans la moelle osseuse. Elles proviennent de 

cellules souches hématopoïétiques qui, en se divisant, limitent progressivement leurs options 
développementales (Figure 2). Ces HSC se différencient en MMP (multipotent progenitor), qui 
se différencient aux même en CLP (common lymphoid progenitor) ou CMP (common myeloid 
progenitor), marquant la bifurcation importante entre la lignée lymphoïde et myéloïde. Les 
CMP se différencient ensuite graduellement en GMP (granulocyte macrophage progenitor) 
puis en MDP (macrophage and dendritic cell progenitor). Ces MDP se distinguent ensuite en 
cMoP (common monocyte progenitor), qui donne les monocytes, et en CDP (common dendritic 
progenitor). Les CDP se distinguent en pré-cDC et en pré-pDC (Hettinger et al., 2013; Onai et 
al., 2007; Sichien et al., 2017). Ces cellules migrent vers le tissu, guidées par des signaux tissus-
spécifiques, tels que ceux délivrés par la niche ou par un agent pathogène. Elles se 
différencient terminalement en cellules dendritiques conventionnelles de type 1 ou 2 (cDC1 
ou cDC2), et en cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) sous l’influence de signaux locaux 
qui raffinent les facteurs de transcription exprimés et déterminent l’état d’activation de la DC 
(Bosteels & Scott, 2020). 

 
Flt3L est la cytokine essentielle au bon développement des différentes populations de DC. 

En effet, la culture in vitro de cellules de moelle avec cette cytokine permet l’obtention de 
pDC, cDC1 et cDC2, et sa déficience in vivo conduit à un déficit important en DC. Pu.1 est un 
facteur de transcription qui contrôle l’expression de Flt3 nécessaire au développement des 
DC. Le GM-CSF et la lymphotoxine a1b2 ont été décrites comme importantes pour la survie 
des DC (Sichien et al., 2017). Comme chez la souris, les DC se développent chez l’humain sous 
la direction de Flt3 (Cabeza-Cabrerizo et al., 2021). 
 

Au niveau transcriptomique, plusieurs facteurs ont été identifiés comme nécessaires 
au bon développement de la lignée dendritique, comme Gfi1 ou PU.1. D’autres facteurs sont 
spécifiquement impliqués chez les cDC1 ou les cDC2. On peut citer respectivement Baft3, 
Nfil3, Id2 et IRF8 pour les cDC1, et Notch2, Klf4 et Zeb2 et IRF4 pour les cDC2. Aucun facteur 
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de transcription n’a été démontré comme essentiel chez toutes les cDC2, chacun de ceux cités 
ci-dessus étant nécessaires à une partie de la population des cDC2. Ceci souligne 
l’hétérogénéité des cDC2 et ouvre plusieurs questions : combien de sous-populations de cDC2 
existent ? Existe-t-il différentes sous-populations dans différents tissus ? Est-ce que ces sous-
populations proviennent de lignées développementales différentes ou sont-ce différents états 
d’activation ? (Bosteels & Scott, 2020; Sichien et al., 2017) 

 
Récemment, grâce à l’avènement de la technique de séquençage de l’ARN par cellule 

individuelle (scRNAseq), on peut commencer à répondre à ces questions, et les modèles 
développementaux et les classifications classiques sont repensés. En 2017, Villani et al. 
proposent un nouveau système de classification pour les DC sanguines humaines. Celui-ci 
reprend 6 groupes de DC nommés DC1-6. Les DC1 correspondent aux cDC1, tandis que les DC2 
et 3 représentent deux sous-populations de cDC2. Les DC4 sont identifiées comme CD1c- 

CD41-. Les DC5, aussi appelés « AS DC » ou « DC transitionnelles » sont une nouvelle 
population controversée de DC exprimant AXL, SIGLEC1 et SIGLEC6 et ont un transcriptome 
dont la signature se situe entre les cDC2 et les pDC, ce qui suggère un lien entre ces 
populations. Les DC6 sont les pDC. Les DC3 se développent directement à partir du GMP, via 
un progéniteur DC3 qui leur est propre, et donc via une voie totalement distincte des pDC ou 
cDC (Villani et al., 2017). 

Ces études ont également démontré que la décision de destin entre les cDC1 et les 
cDC2 était plus précoce que ce que l’on pensait auparavant. En effet, les cellules sont déjà 
engagées vers l’un ou l’autre destin au stade CDP. Elles ont également soulevé une origine 
lymphoïde possible pour les pDC, en identifiant un progéniteur commun aux pDC et aux 
cellules B (B. Chen et al., 2021).  
 

Les monocytes 
Les monocytes sont générés dans la moelle osseuse, à partir de cellules souches 

hématopoïétiques (Figure 2). Elles suivent la même lignée développementale myéloide que 
les DC, jusqu’au MDP. Ensuite, leurs chemins se distinguent, pour les monocytes en cMoP, 
également identifiés chez l’homme, exprimant déjà le Ly6C, et en CDP pour les DC (Hettinger 
et al., 2013; Hoeffel & Ginhoux, 2018). Un intermédiaire pré-monocytaire prolifératif est 
dérivé des cMoP. Celui-ci se distingue par l’expression de CXCR4, ce qui détermine en partie 
le rythme d’égression circadienne des monocytes. Les monocytes sont enfin produits à partir 
de ces pré-monocytes, qui perdent l’expression de CXCR4 et gagnent celle du CCR2 (Guilliams 
et al., 2018). Ils quittent la moelle osseuse vers la circulation sanguine sous l’attraction des 
ligands du récepteur CCR2 : le CCL2 et CCL7 (Serbina & Pamer, 2006). Ce développement est 
dépendant de plusieurs facteurs de transcription, comme PU.1, IRF8, GATA2 et KLF4 (Guilliams 
et al., 2018). 

Récemment, cette voie classique est remise en question vu l’accumulation d’indices 
indiquant que les monocytes peuvent également être générés à partir de GMP via un 
intermédiaire MP (monocyte precursor). L’une ou l’autre voie serait favorisée en fonction des 
stimuli (Guilliams et al., 2018; Trzebanski & Jung, 2020; Yáñez et al., 2017).  

Chez la souris, les monocytes classiques Ly6Chi (cMo) peuvent également se 
différencier, majoritairement au sein de la circulation, en monocyte non classique Ly6Clo, 
appelés également monocyte patrouilleurs (pMo) (Yona et al., 2013). Ils sont considérés 
comme les macrophages résidents du système vasculaire. Comme les autres macrophages 
dérivés de monocytes, leur maturation est dirigée par les signaux environnementaux et des 
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facteurs de transcription. NR4A1 et  C/EBPb sont les facteurs de transcription nécessaires à 
leur différenciation depuis les monocytes Ly6Chi (Hanna et al., 2011). Lors de celle-ci, ils 
diminuent l’expression de Ly6C, de CCR2 et augmentent celle de Cx3cr1, dont ils dépendent 
pour leur survie (Landsman et al., 2009; Trzebanski & Jung, 2020). De manière intéressante, 
la durée de vie des monocytes est co-régulée. En effet, lorsque les Ly6Chi sont impactés, dans 
une souris CCR2- /- ou via un traitement déplétant, la durée de vie des Ly6Clo augmente. Ceci 
est probablement dû à l’abondance induite de CSF-1, qui n’est plus consommé par les Ly6Chi 
(Yona et al., 2013). 

Chez l’homme, on trouve également plusieurs types de monocytes dans le sang : les 
CD14+CD16lo, CD14+CD16+ et les CD14loCD16+. Les CD14+CD16lo sont souvent assimilés aux 
cMo de la souris et les CD14loCD16+ au pMo, bien que des différences existent : les monocytes 
humains peuvent être caractérisés selon leur expression du HLA-DR, tant dis que l’expression 
du MHC-II par les monocytes murins est minime. Les monocytes humains semblent se 
différencier de manière semblable aux monocytes murins (Guilliams et al., 2018).  
 

Une monopoïèse extramédullaire serait également possible, puisque des précurseurs 
MDP et cMoP ont été identifiés dans la rate. Cet organe sert de réservoir de monocytes Ly6Chi 
et Ly6Clo, permettant un afflux massif de monocytes en cas de besoin important, par exemple 
en cas d’infarctus du myocarde (Guilliams et al., 2018; Swirski et al., 2009). Ce mécanisme a 
également été identifié lors d’exposition pulmonaire à des extraits d’ADN bactériens, qui 
contient des motifs CpG non méthylés (CpG-DNA), qui induit un afflux de macrophages 
interstitiels (MI), en partie CCR2-indépendant et provenant de la rate (Sabatel et al., 2017). 
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1.2 Classification et hétérogénéité 
 

Les macrophages  
Depuis leur découverte, les macrophages sont reconnus pour être hétérogènes. Ces 

cellules varient aussi bien du point de vue de leur rôle que de leur aspect phénotypique, car 
elles sont spécialisées pour les fonctions qu’elles accomplissent dans chaque tissu. Ces cellules 
ont une durée de vie variable : elle peut être très longue pour les cellules de la microglie, ou 
plutôt courte pour les macrophages de la lamina propria (Davies et al., 2013; Murray & Wynn, 
2011).  

 
 Depuis les années 2000, sur base d’expériences de cultures ex vivo de macrophages 
péritonéaux provenant de différentes lignées murines, les macrophages ont été classés en 
deux catégories, sur le modèle de la classification des lymphocytes T (Mills et al., 2000). Les 
macrophages activés de manière classique, appelés « M1 », sont caractérisés comme 
répondant à l’IFNg, et leur rôle est prépondérant dans les mécanismes de défense à l’encontre 
des bactéries et des virus, ainsi que dans l’immunité anti-tumorale (Martinez & Gordon, 2014; 
Murray & Wynn, 2011). Les macrophages de type « M2 », quant à eux, sont activés 
« alternativement » par des médiateurs comme le M-CSF, le TGFb, les glucocorticoïdes, ou 
l’IL-4/IL-13 et montrent une propension à être actifs et très importants dans des mécanismes 
comme le développement, le maintien de l’homéostasie et la résolution de l’inflammation 
(Davies et al., 2013; Murray & Wynn, 2011). Au fil du temps, avec la découverte de nouveaux 
stimuli, cette classification s’est complexifiée en différents sous-types, faisant état d’un 
continuum de phénotypes entre les deux pôles que sont les états M1 et M2. Cependant, cette 
vue a des limites : on ne tient pas compte du contexte et de la source du stimuli ; la théorie 
de l’activation par un stimulus unique paraît illusoire in vivo où les macrophages ne semblent 
pas se définir en ensembles d’activation clairs et indépendants (Martinez & Gordon, 2014). 

De nos jours, cette classification paraît bien trop simpliste et rigide, si on considère 
l’immense diversité des macrophages résidents tissulaires, qui dépend majoritairement de 
leur microenvironnement. C’est pourquoi la vue que nous avons aujourd’hui est beaucoup 
plus dynamique, l’hétérogénéité des macrophages s’expliquant surtout par l’hétérogénéité 
des niches et des signaux qu’ils reçoivent (Davies et al., 2013; Martinez & Gordon, 2014).  

 
Les cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques sont très rapidement identifiées comme exprimant le MHC-II et 
étant particulièrement efficaces pour le déclenchement de la MLR (Steinman & Witmer, 
1978). Elles sont souvent présentées comme au centre du système immunitaire, ayant un rôle 
pivot entre les pendants innés et adaptatifs. 
 

Les DC sont distinguées en cDC, en pDC et en DC dérivées de monocytes (moDC). Les cDC 
ont une espérance de vie plus courte que les pDC. Lorsqu’activées, leur espérance de vie 
augmente, leur donnant de meilleures chances de trouver le bon lymphocyte T pour 
déclencher une réponse immunitaire adaptative (M. Chen et al., 2007). En cas d’inflammation, 
des moDC colonisent le poumon (Kawasaki et al., 2022). 

On distingue deux types de cDC dans le poumon murin: les cDC1, qui sont CD103+ XCR1+ 
et dépendent des facteurs de transcription IRF8 et Baft3 et les cDC2, qui sont CD11b+ CD172a+ 
et qui dépendent de IRF4 (Kawasaki et al., 2022). Les cDC1 expriment le TLR3 et les cDC2 le 
TLR7, qui reconnaissent respectivement l’ARN double et simple brin (Desch et al., 2014).  
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Chez l’homme également, les cDC se distinguent en deux groupes, les cDC1 reconnues par 
leur expression de XCR1 et DNGR-1, tandis que les cDC2 sont identifiées par l’absence de ceux-
ci et l’expression de CD1c et SIRPa (Cabeza-Cabrerizo et al., 2021). 

 
Les monocytes 
Chez l’humain comme chez la souris, on trouve plusieurs populations de monocytes 

dans la circulation sanguine. La première, les monocytes classiques, sont identifiés comme 
Ly6ChiCX3CR1intCCR2+ chez la souris et correspondent aux CD14+CD16- chez l’homme. La 
deuxième, les monocytes patrouilleurs, sont eux identifiés comme Ly6CloCX3CR1hiCCR2lo chez 
la souris et correspondent aux CD14-CD16+ chez l’homme. Chez l’homme, est décrite une 
troisième population, intermédiaire, et identifiée comme CD14+CD16+. Chez l’homme ce sont 
les monocytes classiques qui sont majoritairement représentés dans le sang (environ 80-90%), 
alors que chez la souris, les deux populations monocytaires sont représentées en nombres 
plus ou moins équivalents (Geissmann et al., 2003; Guilliams et al., 2018). 

Les cMo murins et humains restent dans la circulation sanguine pendant environ une 
journée, avant de pénétrer dans un tissu pour se différencier en macrophage ou en pMo. Les 
pMo ont une durée de vie légèrement plus longue, d’approximativement deux jours chez la 
souris et une semaine chez l’homme (Guilliams et al., 2018).  

Récemment, une hétérogénéité a été identifiée au sein de la population de cMo. Celle-
ci provient de la double origine observée pour leur génération lors de l’hématopoïèse : les 
NeuMo (neutrophil-like monocyte) proviennent du précurseur GMP alors que les DCMo (DC-
like monocyte) proviennent des MDP (Yáñez et al., 2017). Ces cMo, qui seraient identifiés par 
CD177 pour les NeuMo et par CD319 pour les DCMo, partageraient des marqueurs cellulaires 
et des caractéristiques avec les neutrophiles ou les DC, respectivement, comme la capacité à 
générer des filets extracellulaires pour les NeuMo (Trzebanski et al., 2023).  

 
1.3 Fonctions 
 

Les macrophages 
Malgré leur diversité importante, on peut retenir 3 fonctions majeures des 

macrophages résidents, qu’on retrouve au travers de la plupart des organes : la maintenance 
de l’homéostasie, leur capacité d’immuno-surveillance et leur rôle dans la résolution de 
l’inflammation (Davies et al., 2013).  

 
En conditions normales, les macrophages résidents ont démontré leur rôle 

prédominant pour le maintien de l’homéostasie : ils sont responsables de l’élimination des 
débris cellulaires et des corps étrangers, sans répondre de manière excessive aux signaux pro-
inflammatoires rencontrés.  

Dans les poumons, les MA sont essentiels pour l’élimination du surfactant et des corps 
étrangers qui parviennent jusque dans les alvéoles, tels que les allergènes (Davies et al., 2013; 
Lavin et al., 2015; Murray & Wynn, 2011). Chez l’homme, des mutations génétiques induisant 
une déficience en GM-CSF ou en son récepteur, le GM-CSFR, induit des MA dysfonctionnels, 
ce qui mène à l’accumulation de surfactant, une pathologie appelée protéinose alvéolaire 
pulmonaire (Park et al., 2022; T. Suzuki et al., 2014). 

Les ostéoclastes, dans les niches osseuses, sont responsables de la résorption osseuse. 
Les patients atteints d’une mutations dans l’ATPase vacuolaire, ou les souris déficientes en M-
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CSF ou son récepteur M-CSFR, ont des ostéoclastes défectueux, et souffrent d’une densité 
osseuse anormalement élevée, pathologie appelée ostéopétrose (Park et al., 2022). 

Les macrophages résidents de plusieurs organes sont impliqués dans le cycle de vie des 
érythrocytes : les macrophages de la moelle osseuse phagocytent le noyau des érythrocytes 
en maturation, permettant l’entrée des globules rouges dans la circulation sanguine ; les 
macrophages du foie, les cellules de Kupffer et ceux de la rate sont impliqués dans le recyclage 
des érythrocytes sénescents et le recyclage du fer (Park et al., 2022). 

Le métabolisme des macrophages dans les tissus adipeux est responsable de maintenir 
la fonction des adipocytes, la sensibilité à l’insuline et la tolérance au glucose, prévenant 
l’installation d’un diabète de type 2 (Murray & Wynn, 2011).  

Les macrophages résidents sont essentiels au bon fonctionnement des systèmes 
nerveux central et périphérique. La microglie, macrophages du système nerveux central, a été 
identifiée comme régulatrice du flux sanguin et des apports en nutriments aux neurones, et 
essentielle pour la plasticité neuronale, et les facultés d’apprentissage et de mémoire. Le 
processus de réparation des nerfs périphériques dépend des macrophages associés aux nerfs 
(Park et al., 2022). 

Les souris déficientes en M-CSF ont également une angiogenèse et lymphangiogenèse 
impactées due au défaut des macrophages péri-vasculaires (Park et al., 2022). 
 

Les macrophages sont souvent positionnés idéalement pour capturer les antigènes 
voyageant dans le sang ou la lymphe, comme les cellules de Kupffer, les macrophages de la 
zone marginale de la rate, ou les macrophages sous-capsulaires des ganglions lymphatiques. 
Ils expriment une grande variété de récepteurs aux signaux de dangers, appelés pattern 
recognition receptor (PRR), comme par exemple les toll-like receptor (TLR), C-type lectin 
receptors (CLR), scavenger receptors, retinoic acid-inducible gene 1 (RIG1)-like helicase 
receptors (RLR) et les NOD-like receptors (NLR). Cela leur permet de les reconnaître dans le 
milieu extracellulaire ou dans le matériel phagocyté les signaux associés à des pathogènes, 
des substances étrangères ou des cellules mortes ou en souffrance : les PAMP et les DAMP. 
Ils expriment également des récepteurs de la fraction cristallisable et du complément, qui 
peuvent lier les opsonines, C3b et les anticorps, ce qui peut entrainer la cascade du 
complément et améliorer le processus de phagocytose. Lorsque leurs capacité de 
maintenance de l’homéostasie sont dépassées, les macrophages peuvent ainsi être à la base 
de l’initiation d’une réponse immunitaire : en cas d’infection, d’inflammation ou de blessure, 
ils dirigent le recrutement de cellules inflammatoires, comme les neutrophiles ou les 
monocytes (Davies et al., 2013; Lavin et al., 2015; Murray & Wynn, 2011; Park et al., 2022).  

Suivant la phagocytose et la dégradation de l’antigène en peptides, les macrophages 
résidents sont capables de présenter le peptide antigénique à un lymphocyte T (LT) via leur 
MHC-II (voir plus bas) et d’initier une réponse immunitaire (Underhill et al., 1999), mais 
également d’orienter celle-ci.  

Dans l’intestin, des macrophages de la lamina propria ont été mis en évidence comme 
régulateurs locaux des orientations des LT grâce aux cytokines qu’ils produisent. Dans une 
infection par C. rodentium ou Listeria monocytogenes, les macrophages produisent de l’IL-12 
et induisent des lymphocytes T helper de type 1 (Th1) capables de produire de l’IFNg (Schreiber 
et al., 2013). En culture avec des LT naïfs et du TGFb, ils induisent des lymphocytes T 
régulateurs (Treg) de manière dépendante de l’IL-10 et de l’acide rétinoïque (Denning et al., 
2007). Ils sont responsables du maintien et de la prolifération des Treg retournant dans 
l’intestin après leur différenciation ganglionnaire (Farache et al., 2013). Dans des souris 
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déficientes en CX3CR1, les macrophages ne sont plus capables de produire autant d’IL-10 et 
le nombre de Treg proliférant dans la lamina propria chute, anéantissant l’établissement 
d’une tolérance orale (Hadis et al., 2011). Cette IL-10 provenant de cellules myéloïdes est 
également requise pour le maintien de Foxp3 dans les LT, qui parvient à prévenir l’induction 
d’une colite dans des modèles de colites induites par transfert de lymphocytes T dans des 
souris immunodéficientes (Murai et al., 2009). Les macrophages intestinaux CX3CR1+ sont 
également capables de capturer des antigènes solubles luminaux et de les transférer aux DC 
CD103+ dans un processus dépendant de la Connexin 43 des gap junction. Ce mécanisme 
dépendant également de CX3CR1 est nécessaire à l’établissement d’une tolérance orale 
(Mazzini et al., 2014). 

 
Chez l’humain, des macrophages CD14+ de la lamina propria sont capable d’induire la 

prolifération de lymphocytes CD4+ naïfs, et d’orienter leur différenciation vers un phénotype 
Th1 et Th17. L’induction de Th17 est augmentée si la signalisation de l’acide rétinoïque est 
impacté, comme cela pourrait être le cas chez les patients atteints de la maladie de Crohn 
(Kamada et al., 2009). 

Dans les tissus adipeux, les lymphocytes T influencent l’état d’inflammation et la 
sensibilité à l’insuline. Avec l’obésité, le nombre de Treg diminue et les Th1 s’accumulent, ce 
qui contribue aux signaux pro-inflammatoires et à la résistance à l’insuline. Ceci induit une 
boucle auto-amplificatrice d’obésité obésité-induite. Les lymphocytes et macrophages du 
tissu adipeux sont engagés dans des communications antigènes-dépendantes. La déficience 
en MHC-II, en particulier chez les macrophages adipeux, protège les souris de cette boucle de  
résistance à l’insuline et de l’obésité induite par un régime riche (Cho et al., 2014) 
 

Il faut distinguer les fonctions des macrophages résidents des tissus, homéostasiques, 
avec celles des macrophages dérivés de monocytes qui sont recrutés en cas de rupture 
d’homéostasie, lors d’inflammation, d’infection ou de dommage tissulaire. Ceux-ci se 
différencient dans le tissu afin de remplir les niches vacantes des macrophages résidents, 
affectés par la pathologie ou peuvent se loger dans de nouvelles niches. Cependant, ils se 
développent dans un contexte inflammatoire, très différent du contexte homéostatique 
pendant lequel les macrophages résidents s’établissent ou se renouvellent. L’influence de ces 
signaux inflammatoires peut diriger leur fonctionnement, ce qui mène parfois à une 
accentuation de la maladie. Les macrophages inflammatoires jouent donc des rôles 
importants, bénéfiques ou délétères, dans la physiopathologie de nombreuses maladies (Park 
et al., 2022). 

Dans des expériences d’encéphalite auto-immune, modèle pour la sclérose en plaque, 
de l’IL33 est libéré par les oligodendrocytes et la matière grise en souffrance. Cela stimule 
l’afflux de monocytes, dont la réponse inflammatoire est boostée par le GM-CSF local, menant 
à la progression de la maladie (Park et al., 2022).  

Dans le poumon, lors de la fibrose pulmonaire, induite le plus probablement par des 
blessures répétées de l’épithélium alvéolaire, les MA résidents disparaissent. Ils sont 
remplacés par des macrophages dérivés de monocytes provenant de la moelle osseuse, 
appelés MA inflammatoires, et ont un rôle dans l’établissement de la fibrose : ils sont la source 
majeure de PDGF-aa, un facteur de croissance qui stimule la prolifération des fibroblastes. Ils 
ont une longue durée de vie, puisqu’on peut les retrouver dans le poumon 10 mois après la 
résolution de la fibrose. Le retour vers l’homéostasie estompe peu à peu les différences 
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transcriptomiques des MA inflammatoires, qui se convertissent en MA résidents (Guilliams & 
Svedberg, 2021).  

En cas d’infection par l’herpesvirus murin 4, les MA peuvent également être déplétés 
et remplacés par des MA inflammatoires dérivés de monocytes, qui s’établissent dans le tissu 
pour remplacer les MA résidents. Ceux-ci diffèrent fonctionnellement des macrophages 
résidents présents avant l’infection, puisqu’ils permettent la protection de la souris à un 
asthme allergique expérimental subséquent (Machiels et al., 2017). 

La déplétion des MA est corrélée avec la sévérité de l’infection, chez les patients 
atteints de COVID-19, et les macrophages inflammatoires les remplaçant n’ont pas les mêmes 
propriétés réparatrices que leurs prédécesseurs. L’inhalation de GM-CSF améliore 
l’oxygénation des patients, ce qui souligne le potentiel thérapeutique de soutenir les 
macrophages résidents au dépend des macrophages inflammatoires (Park et al., 2022). 
 

Grâce à leur activité phagocytaire, les macrophages contribuent à la réparation 
tissulaire en se chargeant notamment d’enlever les cellules apoptotiques et les débris 
cellulaires des lésions. Ils ont été mis en évidence dans tous les stades de ce processus : ils 
joueraient un rôle dans la formation du tissus granulaire vascularisé, dans la diminution de la 
cicatrice et la reformation de l’épithélium ainsi que dans la fermeture de la blessure (Davies 
et al., 2013). Ils produisent des facteurs de croissance (TGFb1, PDGF) qui agissent sur les 
cellules épithéliales et les fibroblastes, ils sécrètent des chimiokines attirant des Tregs, comme 
CCL22, et des fibroblastes. De plus, une fois le pathogène éliminé, ils sont capables de produire 
des facteurs immuno-régulateurs comme l’IL-10, RELMa et ARG1 qui diminuent l’intensité et 
la durée de l’inflammation, promouvant la guérison sans générer de fibrose trop importante 
(Murray & Wynn, 2011).   
 

Les cellules dendritiques 
Les pDC sont connues pour produire de grandes quantités d’interféron de type 1 suite à 

une stimulation appropriée, par exemple lors d’une exposition au champignon Aspergillus 
Fumigatus. Au repos, elles sont de mauvaises présentatrices d’antigène, mais peuvent se 
spécialiser pour la capture et la présentation d’antigène suite à des stimuli particuliers, par 
exemple lors d’une infection virale (Kawasaki et al., 2022). 

Les DC patrouillent les tissus et échantillonnent le milieu extracellulaire. Lors d’infection, 
les cDC sont capables de migrer jusqu’au ganglion lymphatique et d’y présenter les antigènes 
internalisés à des LT. Les cDC1 ont une meilleure capacité de présentation croisée : ce 
mécanisme permet aux APC de présenter via leur MHC classe I des antigènes capturés dans le 
milieu extracellulaire afin de les présenter à des LT CD8+ (voir plus loin). Les cDC1 sont donc 
plus à même de présenter des antigènes à des LT CD8+ lors d’infections virales. Les cDC2 quant 
à elles, restent meilleures pour présenter aux LT CD4+ ou aux lymphocytes T follicular helper 
(TFH) (Kawasaki et al., 2022). Pour induire une prolifération ainsi qu’une différenciation des 
LT, les DC doivent avoir été proprement activées au préalable. Cette activation est médiée par 
la liaison de récepteurs PRR sur les DC avec leur ligand approprié (Desch et al., 2014).  

Lors d’inflammation ou d’infection virale, la distinction entre les DC devient plus ardue. Ci-
après (Fig. 6), nous utiliserons la stratégie d’identification proposée par Bosteels et al. Celle-ci 
permet d’identifier, en conditions basales, les cDC1 comme CD11c+ MHC-II+ CD26+ XCR1+, les 
cDC2 comme CD11c+ MHC-II+ CD26+ CD172a+ et les MC (monocyte derived cells) comme 
CD11c+ MHC-II+ CD64+ CD172a+. En conditions inflammatoires, on peut identifier également 
les inf-cDC2 qui sont MAR-1+ (Bosteels et al., 2020).   
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Les monocytes 
Les monocytes Ly6Chi voyagent dans la circulation sanguine et peuvent extravaser du 

vaisseau sanguin vers le tissu. Durant ce processus, ils gagnent l’expression du MHC-II, et 
peuvent transporter l’antigène du tissu vers le ganglion drainant sans se différencier 
(Jakubzick et al., 2013). Lors d’une inflammation, ils peuvent jouer une multitude de rôles, 
contribuant à la réponse inflammatoire, au processus de réparation, comme dans l’infarctus 
du myocarde, ou se différenciant en macrophages- ou DC- dérivés de monocytes, ou en 
macrophage tissulaire (Epelman, Lavine, Beaudin, et al., 2014; Hilgendorf et al., 2014; 
Trzebanski & Jung, 2020).  

En conditions homéostatiques, ils remplacent également progressivement les 
macrophages résidents dans des tissus tels que la peau (Tamoutounour et al., 2013), le 
péritoine (Bain et al., 2016; Kim et al., 2016) ou les intestins (Bain et al., 2015). Ce faisant, ils 
perdent progressivement le Ly6C et gagnent l’expression du MHC-II, puis ensuite de CD64, 
CD11c et CX3CR1. Cette différenciation est appelée la « cascade monocytaire ». Les propriétés 
des macrophages qui en résultent sont grandement impactées par les facteurs 
environnementaux rencontrés par le monocyte au préalable (Trzebanski & Jung, 2020). 

La capacité des NeuMo et DCMo à se différencier en macrophage tissulaire, dans des 
expériences de transfert adoptif lorsque les macrophages sont déplétés, semble varier selon 
les tissus. Ils seraient tous deux capables de se différencier en macrophages intestinaux, alors 
que les NeuMo sont préférés pour les macrophages de la dure-mère et les DCMo pour se 
différencier en macrophage interstitiel pulmonaire (Trzebanski et al., 2023).  

 
Les monocytes patrouilleurs Ly6Clo adhèrent et inspectent l’endothélium vasculaire 

grâce notamment à leurs intégrines LFA-1 et Mac-1 (Auffray et al., 2007). Ils sont importants 
pour le maintien de l’homéostasie vasculaire en éliminant les cellules apoptotiques, déchets 
et potentiels pathogènes (Thomas et al., 2015).  

En l’absence d’inflammation, l’extravasation est rare. Néanmoins, notre laboratoire a 
identifié une population monocytaire CD64+ CD16.2+, dépendante de Nr4a1 et provenant des 
monocytes Ly6Clo, résidente au niveau du tissu pulmonaire (Schyns et al., 2019) 

Ils sont idéalement situés pour la surveillance immunitaire, et réagissent rapidement à 
un dommage tissulaire. En effet, après une exposition à des irritants, une blessure stérile ou 
une infection, ils extravasent en moins d’une heure et initient une réponse inflammatoire, 
puis peuvent se différencier en macrophages (Auffray et al., 2007, 2009). Dans un modèle 
d’arthrite rhumatoïde, les monocytes patrouilleurs sont recrutés dans l’articulation et s’y 
différencient en macrophages qui d’abord orchestrent la réponse inflammatoire, puis qui dans 
un second temps dirigent la phase de réparation (Misharin et al., 2014). Ils ont également un 
rôle réparateur dans l’infarctus du myocarde (Hilgendorf et al., 2014), et préviennent 
l’établissement de métastases cancéreuses pulmonaires (Hanna et al., 2015) 
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Figure 3. Présentation d’antigène sur le MHC-II.  
Les antigènes extracellulaires sont phagocytés et les antigènes intracellulaires sont acheminés via le 
processus d’autophagie. Ils sont dégradés par des cathepsines et des endopeptidases. Le MHC-II est 
synthétisé dans le réticulum endoplasmique (ER) et associé à la chaine Ii. Dans le compartiment acide, la 
chaine II est dégradée en un fragment CLIP et échangé avec un fragment peptidique grâce à H2-M. Le 
complexe peptide - MHC-II est acheminé à la membrane cellulaire. (D’après Kawasaki et al., 2022). 
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2. Induction des réponses immunitaires adaptatives 
 

Le système immunitaire adaptatif permet la mise en place d’une réponse spécifique 
dirigée contre l’agent pathogène rencontré, et l’établissement d’une mémoire immunitaire à 
son encontre. Bien qu’elle puisse mettre plusieurs jours à se mettre en place, elle permet une 
réponse beaucoup plus rapide face à une rencontre ultérieure du même pathogène. Le 
système immunitaire adaptatif se compose de lymphocytes B, qui produisent des anticorps et 
sont responsables de l’immunité à médiation humorale, et de lymphocytes T, qui sont 
responsables de l’immunité cellulaire. Parmi ces LT, on distingue les LT CD8+, dit cytotoxiques, 
qui induisent la mort d’une cellule cible et les LT CD4+, dit auxiliaires ou helper, qui orchestrent 
les réponses immunitaires (Abbas et al., 2018). 

 
2.1 Capture et présentation de l’antigène 

 
La plupart des cellules nucléées ont la capacité d’exprimer le complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe I (MHC-I) et de présenter des antigènes intracellulaires via cette 
voie (Figure 4A). Les virus, les bactéries intracellulaires et certains auto-antigènes (dans le 
cadre de processus tumoraux) sont la cible de ce mécanisme (Kotsias et al., 2019). Le MHC-I 
est un gène polymorphique codé par trois gènes chez l’humain (HLA-A, HLA-B, HLA-C) et chez 
la souris (H2-K, H2-D, H2-L). En plus de ces formes classiques, il existe également des formes 
non classiques du MHC-I, qui sont principalement monomorphiques : la famille CD1 présente 
des antigènes lipidiques et MR1 présente des métabolites de la vitamine B (Rossjohn et al., 
2015). Le MHC-I est composé d’une chaine lourde a, qui ancre la protéine à la membrane, et 
d’une protéine soluble, la b2-microglobulin. Les variations dans la séquence d’acides aminés 
permettant d’accommoder de multiples peptides sont restreintes à une région précise de la 
chaine lourde. Les peptides présentés par le MHC-I sont classiquement de 8 à 11 acides aminés 
de long (Kotsias et al., 2019). 
 

Les pathogènes extracellulaires, eux, sont la cible de cellules présentatrices d’antigènes 
spécialisées, qui sont capables d’échantillonner le milieu extracellulaire et de présenter des 
antigènes via le MHC-II (Figure 3). Ces cellules présentatrices d’antigènes professionnelles 
(APC) sont les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B. En cas 
d’inflammation, d’autres cellules peuvent acquérir l’expression du MHC-II, comme les cellules 
endothéliales ou épithéliales (Kawasaki et al., 2022; Kotsias et al., 2019). Chez l’homme, le 
MHC-II est codé par trois gènes polymorphiques : HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR, et chez la souris, 
par deux : H2-A et H2-E. Leur transcription est régulée par le MHC class II transactivator 
(CIITA), dont l’activité est elle-même régulée par des modifications post-traductionnelles et 
les interactions avec des protéines liant l’ADN spécifiques des APC (Kotsias et al., 2019). 

Le MHC-II est composé de deux chaines, a et b, possédant toutes les deux un domaine 
transmembranaire. Après la traduction, les deux chaines s’associent au niveau du réticulum 
endoplasmique. Ce complexe est stabilisé par la chaine protéique invariable Ii. Une fois dans 
le MIIC (MHC class II compartment), Ii est dégradé par des cathepsines. Il reste un fragment 
appelé CLIP (Class II – associated invariant chain peptide). Après fusion du MIIC avec un 
endosome chargé de protéines extracellulaires, ces dernières sont dégradées par des 
protéases endo-lysosomales. CLIP est ensuite échangé avec un peptide antigénique. Les 
peptides portés par le MHC-II sont plus longs que ceux du MHC-I : ils font typiquement entre 
10 et 30 résidus de long. Cet échange est catalysé par le facteur HLA-DM (H2-M chez la souris),  
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Figure 4. Représentation des différentes voies de présentation des antigènes. A. Présentation classique 
via le MHC-I. Les antigènes sont synthétisés dans le cytosol (1), dégradés par le protéasome (2), et 
acheminés dans le réticulum endoplasmique (ER) ou ils sont clivés et chargés sur le MHC-I (4). Ce complexe 
peptide-MHC-I est ensuite amené à la surface cellulaire (5). B. Présentation croisée cytosolique. Les 
antigènes sont internalisés (1) puis exportés dans le cytosol (2) où ils sont dégradés par le protéasome (3). 
Ils sont ensuite transportés au ER ou retournent directement dans le phagosome (4), où ils sont chargés sur 
le MHC-I (5) avant que ce complexe peptide-MHC-I ne soit transporté à la membrane (6). C. Présentation 
croisée vacuolaire. Les antigènes sont internalisés (1) et dégradés dans le phagosome par des cathepsines 
et autres protéases (2-3) et chargés sur le MHC-I (4), avant que avant que ce complexe peptide-MHC-I ne 
soit transporté à la membrane (5). D. Présentation classique via le MHC-II, comme en figure 3. (D’après 
Kotsias et al., 2019) 
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lui-même régulé par HLA-O (ou H2-O). Le complexe peptide antigénique / MHC-II est ensuite 
transporté à la membrane cellulaire pour rencontre avec un T cell receptor (TCR) (Figure 3 et 
4D) (Kawasaki et al., 2022; Kotsias et al., 2019) 
 

Les APC peuvent capturer les antigènes extracellulaires par différents procédés (Kotsias et 
al., 2019):  

- L’endocytose médiée par les clathrines, qui grâce à la formation de clusters de 
protéines du manteau, de protéines clathrines-adaptatrices et de protéines 
d’échafaudage, induit une invagination de la membrane cellulaire et conduit à la 
formation d’endosomes précoces contenant du matériel extracellulaire soluble, même 
en faible concentration. C’est un procédé hautement spécifique et efficace. 

 
- La macropinocytose est un processus dépendant de l’actine, par lequel les APC 

capturent des antigènes exogènes présents en haute concentration, de manière non 
spécifique. 
 

- La phagocytose : l’APC reconnaît le pathogène via divers récepteurs (FCg récepteurs, 
récepteurs au complément, récepteurs au mannose, scavenger receptors et 
récepteurs apoptotiques…), qui activent une cascade de signalisation menant à la 
formation de pseudopodes entourant la particule pour l’internaliser.   

Les mécanismes de présentation non-classiques 
L’autophagie 
Grâce à l’autophagie, une voie non classique, les APC peuvent présenter des antigènes 
endogènes sur le MHC-II. Des phagophores contenant du matériel nucléaire ou 
cytoplasmique destiné à la dégradation devient un autophagosome à double membrane. 
Celui-ci peut fusionner directement avec un lysosome ou d’abord avec un endosome et 
devenir un autolysosome. Le matériel est ensuite dégradé par des enzymes comme les 
cathepsines ou les hydrolases avant d’être chargé sur le MHC-II et acheminé à la 
membrane, pour éventuellement rencontrer un lymphocyte T CD4+ portant un TCR 
reconnaissant le peptide antigénique (Kotsias et al., 2019). 
 
La présentation croisée 
La présentation croisée est un mécanisme de présentation non-classique qui a été 
soupçonné peu après la découverte des DC. Il permet aux APC de présenter via leur MHC 
classe I des antigènes capturés dans le milieu extracellulaire afin de les présenter à des LT 
CD8+. Ce mécanisme a deux voies connues. Premièrement, la voie cytosolique, par laquelle 
les antigènes endocytés ou phagocytés sont libérés dans le cytoplasme via Sec61, et 
dégradés par le protéasome. Ils sont ensuite acheminés via le réticulum endoplasmique ou 
directement dans un endosome pour être chargés par le complexe PLC (peptide loading 
complex) sur le MHC-I (Figure 4B). Deuxièmement, la voie vacuolaire, par laquelle les 
antigènes endocytés sont dégradés par des protéases (notamment la cathepsine S) dans 
les endosomes, et y sont chargés sur le MHC-I. Cette vacuole fusionne ensuite avec la 
membrane cellulaire pour exposer le complexe peptide/MHC-I aux LT CD8+ (Figure 4C). La 
capacité des APC à réaliser cette cross-présentation varie en fonction des types et sous-
types de cellules et n’est pas restreinte aux DC : les macrophages sont capables de faire de 
la cross-présentation en utilisant majoritairement la voie vacuolaire. L’utilisation de ce 
mécanisme est très prometteur pour les thérapies anti-tumorales et antivirales (Kawasaki 
et al., 2022; Muntjewerff et al., 2020). 
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Les antigènes internalisés fusionnent avec une vésicule lysosomale acide contenant des 
protéases lysosomales telles que les cathepsines S, L et K… et les asparagine endopeptidase). 
Les macrophages contiennent plus de protéases que les DC ou les lymphocytes B (LB). Ils sont 
capables de dégrader plus vite les antigènes internalisés. Les DC digèrent donc lentement les 
antigènes, ce qui leur donnent plus d’opportunités d’assemblage de complexes peptide/MHC-
II, avec des peptides plus longs ; plus de chances de sortie de la vacuole et d’une cross-
présentation par MHC-I subséquente ; plus de temps de migrer et de disséminer les antigènes 
pour une meilleure présentation au système immunitaire (Delamarre et al., 2005). Les DC 
couplent la digestion des antigènes internalisés avec le début de leur maturation. Cela 
explique également comment ils peuvent présenter des antigènes prélevés dans les organes 
périphériques aux ganglions drainants, souvent quelques jours après. Ce mécanisme promeut 
la surveillance immunitaire (Turley et al., 2000). 
 
2.2 Présentation aux lymphocytes T CD4+  
 

Les APC, et en particulier les DC immatures, visitent les tissus périphériques et 
échantillonnent leur environnement. Lorsqu’elles perçoivent un stimulus inflammatoire, via 
la liaison de leurs PRR, et qu’elles phagocytent un pathogène, elles entament leur maturation. 
Elles diminuent l’expression des récepteurs aux signaux de danger mais augmentent celle des 
récepteurs aux chimiokines, notamment CCR7, ce qui leur permet d’entrer dans le réseau 
lymphatique et de migrer jusqu’au ganglion drainant. Lors de leur transit, elles mettent en 
place toute la machinerie pour présenter l’antigène et stimuler les lymphocytes. Les DC 
matures ont la capacité de présenter correctement un antigène mais ne phagocytent plus de 
nouvelles particules. Dans le ganglion, elles voyagent en suivant le sinus sous-capsulaire et le 
sinus cortical jusqu’au parenchyme ganglionnaire, en suivant un gradient chimiokinique de 
CCL21 (ligand du CCR7).  

Les LT arrivent de la circulation sanguine et pénètrent dans le ganglion par diapédèse au 
niveau des HEV (high endothelium venules). Ce processus en quatre étapes est régulé par la 
liaison d’intégrines sur les cellules endothéliales et l’attraction par des chimiokines. Les 
lymphocytes se marginalisent dans le vaisseau et roulent le long de l’endothélium. Cette étape 
est médiée par l’interaction du CD62L des lymphocytes avec PNAD des cellules endothéliales. 
Les lymphocytes détectent les chimiokines CCL21 et CCL19, produites par les cellules des HEV 
et les cellules paracorticales, via leur récepteur CCR7. Cette liaison entraine l’expression de 
l’intégrine LFA1, qui se lie avec ICAM1 des cellules endothéliales et conduit à l’arrêt de la 
cellule circulante, qui migre ensuite à travers la paroi du vaisseau (Qi et al., 2014; Von Andrian 
& Mempel, 2003).  
 

Les DC migratrices et les LT arrivent donc tous deux dans la zone paracorticale, où ils sont 
guidés dans leurs déplacements par un réseau de FRC (fibroblastic reticular cells). Ce réseau 
aide les lymphocyte à scanner de nombreux DC à la recherche d’une interaction spécifique (Qi 
et al., 2014; Stebegg et al., 2018). Les DC étendent de nombreux prolongements dendritiques 
mobiles, ce qui augmente leur surface cellulaire et la probabilité de contact avec un LT. Les DC 
peuvent ainsi interagir avec environ 5000 LT par heure, avec 250 LT simultanément, chaque 
interaction non spécifique durant environ 3 minutes. L’efficacité de scan entre les DC et les LT 
assure une rencontre dans les 6h avec une probabilité de 95% (M. J. Miller et al., 2004).  
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Le TCR des lymphocytes T classiques est composé d’une chaine a et d’une chaine b. Il 
possède un domaine transmembranaire et un court domaine cytoplasmique. Il est obtenu lors 
de leur maturation thymique par réarrangement des gènes V, D et J pour la chaine b et V et J 
pour la chaine a. Le TCR contient 6 régions hypervariables (CDR) au site de liaison. Ces 
variations produisent un répertoire d’environ 2x 107 TCR chez l’humain (Rossjohn et al., 2015). 
Il peut reconnaître des fragments peptidiques lorsque présentés par un MHC. Ces 
corécepteurs CD4 ou CD8 se lient respectivement avec un MHC-II ou MHC-I. Le CD3 et les 
chaines z , dont les domaines cytoplasmiques contiennent des séquences ITAM, complètent 
le complexe du TCR (Courtney et al., 2018).  
 
2.3 Activation et différenciation du lymphocyte T CD4+ 
 

Les LTh ont un rôle central de chef d’orchestre dans les réponses immunitaires. Ils ont la 
capacité d’aider à la maturation des lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’anticorps, 
de développer une mémoire afin de répondre plus efficacement à une rencontre ultérieure 
avec le même pathogène, et grâce à leur production de cytokines et chimiokines, ils peuvent 
également communiquer avec le pendant inné de la réponse immunitaire. Ils stimulent les 
macrophages et recrutent les neutrophiles, basophiles et éosinophiles au site de 
l’inflammation (Ruterbusch et al., 2020; Zhu & Paul, 2008).  
 

Les lymphocytes T CD4 naïfs arrivent dans les ganglions lymphatiques par voie sanguine. 
Dans la zone paracorticale, ils scannent les DC qui présentent des peptides antigéniques via 
leur MHC-II à la recherche d’une correspondance pour leur TCR. Pour qu’il y ait une activation, 
prolifération et différenciation du lymphocyte naïf, ceux-ci ont besoin de plusieurs signaux : 
d’une reconnaissance de leur TCR et de signaux de co-stimulation via leur récepteur CD28, 
mais aussi de signaux cytokiniques qui dirigent leur polarisation (Curtsinger & Mescher, 2010; 
Yamane & Paul, 2013). Lorsque le TCR engage une liaison avec un complexe peptide-MHC-II 
relevant, la colocalisation avec CD4 recrute la kinase Lck, qui phosphoryle les domaines ITAM. 
Ces phosphorylations créent des sites de liaison pour la kinase Zap70, qui, activée, propage 
les signaux du TCR en activant les voies Ras-MAPK. La liaison du CD28 du LT par le CD80 ou 
CD86 de l’APC constitue un deuxième signal, qui permet l’activation de la voie des inositol 
phosphates, qui aboutit au relargage de calcium depuis les réserves du réticulum 
endoplasmique. Ces différentes cascades d’activations aboutissent au déclanchement de la 
voie des MAP kinases, qui permet l’activation de différents régulateurs de la transcription et 
ultimement l’activation du LT (Courtney et al., 2018). 
 

Quatre sous-types de Th activés ont été majoritairement décrits : les Th1, les Th2, les 
Th17 et les Treg. La différenciation du LT naïf en l’un ou l’autre de ces sous-types dépend de 
la force du signal TCR et de l’environnement cytokinique dans lequel la cellule se trouve. Ils 
sont caractérisés par les facteurs de transcription qu’ils expriment : chacun par un master 
regulatory transcripation factor et un signal transducer and activator of transcritption (STAT), 
ainsi que par les cytokines qu’ils produisent et leur action subséquente dans les tissus 
périphériques (Yamane & Paul, 2013).  
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  Les autres lymphocytes T helper 
Les TFH.  
Les TFH ont été identifiés et caractérisés d’abord par leur localisation dans le centre germinatif. Ils 
se distinguent également par leur expression forte de PD-1, ICOS, PAS (nécessaire pour les 
interactions lymphocytaires), et Bcl-6, dont ils dépendent pour leur différenciation. Ils produisent 
l’IL-21. Cependant, ils peuvent également exprimer des facteurs de transcription et des cytokines 
caractéristiques d’autre sous-types de LT activés, ce qui est cohérent avec leur rôle pour 
l’orientation des LB et leur commutation de classe (Cannons et al., 2013). 
L’origine et la séquence de différenciation précise des TFH est toujours débattue. Ils pourraient se 
différencier directement à partir de LT naïfs, comme les autres sous-types de T activés, ou se 
différencier à partir de l’un de ces sous-types (Yamane & Paul, 2013).  
In vitro, on peut obtenir une expression de Bcl-6 en présence de IL-21 et d’IL-6, qui activent la voie 
STAT3. In vivo, cette « recette » est remise en question. Un modèle distingue deux niveaux de 
diversification. Le premier est une diversification dans l’état d’activation, dépendante de la force 
du signal TCR, des signaux de costimulation et de leurs voies de signalisation, qui distingue les T 
effecteurs producteurs de cytokines et les TFH. Le deuxième est une diversification entre les 
différents sous-types en fonction des cytokines présentes dans l’environnement de la cellule. Par 
exemple, un LT naïf bénéficiant d’un signal TCR fort en présence de IFNg et d’IL-12 deviendra un T 
effecteur de type Th1 exprimant fortement T-bet, STAT5 et Blimp-1 et qui pourra produire de l’IFNg 
après restimulation. Dans le même environnement, un LT qui n’obtient pas un signal TCR fort va 
exprimer CXCR5 et se déplacer vers la bordure T-B et deviendra un TFH sécrétant de l’IFNg 
(Ruterbusch et al., 2020).  
Bcl-6 est un répresseur transcriptionnel. Il peut bloquer les autres master transcriptional factors T-
bet, GATA3 et RORgt et les programmes de différenciation subséquents. Blimp-1 est un activateur 
transcriptionnel qui antagonise Bcl-6 (Ruterbusch et al., 2020). 
Les futurs TFH augmentent l’expression de Bcl6, qui est leur master regulator, et de CXCR5, et 
diminuent celle de CCR7, ce qui permet leur migration vers la bordure T-B. L’interaction avec une 
cellule B activée permet l’augmentation de l’expression de CXCR5 et la migration vers le centre 
germinatif, menant à une différenciation totale en TFH (Ruterbusch et al., 2020; Stebegg et al., 
2018). 
 
Les Th9 
Les Th9 se différencient à partir de LT naïfs sous l‘influence de TGFb et d’IL-4. Ils expriment les 
facteurs de transcription PU.1 et IRF4. Ils produisent de l’IL-9, qui a été initialement identifié comme 
facteur de croissance pour les cellules T et les mastocytes, promouvant la production de mucus et 
l’activation des mastocytes et des éosinophiles. C’est donc une cellule déterminante dans 
l’immunophatologie de l’asthme. Les Th9 ont également été identifiés comme délétères dans des 
maladies auto-immunes telles que l’encéphalomyélite auto-immune. Elle pourrait également avoir 
des effets immunorégulateurs, car les Th9 sont également capables de produire de l’IL-10 (Raphael 
et al., 2015) . 
 
Les Th22 
Les Th22 sont obtenus à partir de la différenciation de LT naïfs dans un environnement contenant 
de l’IL-6 et du TNF. Ils expriment AHR et produisent de l’IL-22. Cette cytokine semble réguler la 
production d’auto-anticorps et avoir un rôle dans des maladies auto-immunes et inflammatoires, 
telles que le psoriasis, la sclérose en plaques ou des maladies allergiques. Dans l’arthrite 
rhumatoïde, la fréquence des Th22 est corrélé avec la sévérité de la maladie (Raphael et al., 2015).   
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Les Th1 sont induits par un signal fort du TCR. L’activation forte et durable de ERK qui 
en résulte bloque la production de GATA3, et donc d’IL-4, et la phosphorylation de STAT5, 
rendant la cellule insensible à la liaison d’IL-2. Les cytokines IL-12 et IFNg induisent les facteurs 
STAT 4 et STAT1, respectivement. Le master regulator des Th1 est Tbet (Szabo et al., 2000; 
Yamane & Paul, 2013).  

Les Th1 sont ensuite capables de produire de l’IFNg, qui augmente le pouvoir 
microbicide des macrophages, du LTa et de l’IL-2, importante pour former des cellules CD8 
mémoires. Ils sont impliqués dans l’immunité à médiation cellulaire, pour les virus ou 
bactéries intracellulaires et, en cas d’activation inappropriée, dans des processus d’auto-
immunité (Meitei & Lal, 2023; Zhu & Paul, 2008).  
 

Les Th2 sont induits par un signal au TCR faible, qui induit une activation réduite et 
transitoire de ERK, qui permet l’induction de GATA3. Ce facteur de transcription permet la 
production d’IL-2. La liaison d’IL-2 active STAT5, qui, avec GATA3, induit la production d’IL-4. 
Celle-ci, via l’expression de STAT6, renforce l’expression de GATA3 et forme ainsi une boucle 
de rétrocontrôle positif (Yamane & Paul, 2013; Zheng & Flavell, 1997).  
Les Th2 sont impliqués dans la lutte contre des pathogènes extracellulaires comme les 
helminthes. Les réponses Th2 et la génération d’IgE subséquente sont également nécessaires 
à l’établissement d’une protection contre des venins et autres toxines environnementales 
(Marichal et al., 2013). Les Th2 sont responsables de processus allergiques et asthmatiques. 
Ils sont capables de produire plusieurs cytokines : de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-25 et de 
l’amphiréguline. L’IL-4 induit un feedback positif pour la différenciation en Th2 et induit la 
commutation de classe en IgE chez les cellules B. Ces IgE sont ensuite impliquées dans la 
dégranulation des basophiles et mastocytes. L’IL-5 est la cytokine responsable du recrutement 
des éosinophiles. L’IL-9, en conditions asthmatiques, induit la production de mucus chez les 
cellules épithéliales. L’IL-10 peut bloquer la différenciation en Th1. L’IL-13 joue son rôle dans 
l’expulsion des helminthes et dans l’hyperréactivité bronchique. L’IL-25 induit la production 
de chimiokines comme RANTES CCL5 et l’éotaxine CCL11, qui recrutent les éosinophiles. 
L’amphiréguline, membre de la famille des facteurs de croissance, induit la prolifération des 
cellules épithéliales (Meitei & Lal, 2023; Zhu & Paul, 2008).  
 

Les Th17 se différencient à partir de LT naïfs lorsqu’ils sont exposés probablement à 
un signal TCR fort, à du TGFb et de l’IL-6. Il y a alors induction de RORgt (Ivanov et al., 2006). 
Cela mène à l’expression de l’IL-23R et à la production de IL-17A, IL-17F et IL-21. La liaison d’IL-
21, avec l’exposition au TGFb, active STAT3, qui à son tour renforce l’expression de l’IL-23R et 
la production d’IL-21 (Yamane & Paul, 2013).  

Les Th17 produisent de IL-17A , IL-17F, IL-21 et IL-22 et sont connus pour leur 
implication dans les infections bactériennes et fongiques et dans l’autoimmunité (Meitei & 
Lal, 2023; Zhu & Paul, 2008).  
 

Les Treg se différencient suite à l ‘expression de Foxp3, qui est induite suite à un signal 
TCR faible et à la présence de TGFb et d’IL-2 (Yamane & Paul, 2013).  

Les Treg sont indispensables au maintien de la tolérance du soi et à la régulation des 
réponses immunitaires, grâce à la production d’IL-10, de TGFb et d’IL-35. Ils expriment CTLA-
4 et peuvent donc également procéder via contact cellulaire. Ils expriment fortement le CD25, 
récepteur à l‘IL-2, ce qui souligne l’importance de cette cytokine pour ces cellules (Meitei & 
Lal, 2023; Zhu & Paul, 2008).  
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Ces divers processus de différenciation impliquent souvent une boucle de feedback 
positif, mais également une inhibition des autres voies de différenciation. Ces mécanismes de 
cross-régulation sont nombreux. Par exemple, les voies de signalisation de l’IL-4 et du TGFb 
s’inhibent mutuellement. TGFb bloque les programmes Th1 et Th2 tandis que la présence d’IL-
2, d’IL-4 ou d’IFNg dans le milieu bloque le programme de différenciation en Th17. Un signal 
TCR fort inhibe la voie IL-2/STAT5 et donc la différenciation en Th2 ou Treg (Yamane & Paul, 
2013; Zhu & Paul, 2008). 
 

Après activation et expansion d’un clone, 90% des cellules meurent par apoptose. Les 
autres deviennent des cellules mémoires. On distingue trois types de cellules mémoires : les 
TCM (central memory), les TEM (effector memory) et les TRM (resident memory) (Ruterbusch 
et al., 2020).  
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Figure 5. La structure ganglionnaire est supportée par les cellules stromales et des gradients 
chimiokiniques. Les gradients de chimiokines permettent la circulation des lymphocytes au sein du 
ganglion. CCL19 /CCL21 (orange) produit par les FRC dans la zone T facilitent la migration des LT et des DC. 
Dans les follicules B, les FDC produisent CXCL13 (bleu) qui agit sur la localisation des lymphocytes B. Les 
lymphocytes entrent via les high endothelial venules (HEV) tant dis que, en cas d’infection, les antigènes 
entrent via le sinus sous-capsulaire (SCS) ou sont amenés par les DC. (D’après Stebegg et al., 2018). 
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2.4 Activation des lymphocytes B 
 

D’autres cellules stromales structurent le follicule B primaire (Fig. 5). Les FDC (follicular 
dendritic cells) sont au centre du follicule, et les CRC (CXCL12-producing reticular cells) sont 
attenantes à la zone T (Qi et al., 2014). Ces cellules sont chacune spécialisées dans la 
production d’un ou de plusieurs facteurs chimiotactiques, ce qui permet l’attraction et la 
circulation optimale des cellules immunitaires. Les FRC sont la source de CCL19 et de CCL21, 
les FDC de CXCL13, et, comme leur nom l’indique, les CRC produisent CXCL12 (Qi et al., 2014; 
Stebegg et al., 2018). Les MRC (marginal reticular cells) sont situées à proximité du sinus sous-
capsulaire et produisent des cytokines suite à l’activation de TNF (TRANCE) et CXCL13. Elles 
sont suspectées d’organiser le développement de l’organe lymphoïde secondaire lors de 
l’embryogenèse, et certains pensent que ce sont les cellules précurseuses des FDC (Katakai et 
al., 2008; Stebegg et al., 2018). 
 

Les lymphocytes B arrivent de la même manière que les lymphocytes T, en suivant un 
gradient de CCL19 et CCL21, car ils expriment CCR7. Ils expriment également CXCR5, dont le 
ligand est CXCL13. Ils se regroupent donc en follicules B dans le cortex ganglionnaire. Ils 
expriment également le récepteur EBI2, dont les ligands sont des oxysterols produits en 
périphérie du follicule. Ces gradients chimiokiniques donnent la possibilité aux lymphocytes B 
de circuler au sein des follicules B en fonction du niveau d’expression de leurs différents 
récepteurs. 

De cette manière, les lymphocytes B naïfs entrant et se dirigeant vers le follicule traversent 
la zone interfolliculaire, riche en DC, et ont la possibilité de rencontrer une DC chargée de 
l’antigène d’intérêt, et les lymphocytes B déjà dans le follicule ont la possibilité de circuler 
jusqu’à la bordure T-B pour y être activés (Qi et al., 2014).  

Les macrophages du sinus sous-capsulaire CD169+ sont une des quatre populations de 
macrophages résidents du ganglion lymphatique. Ils sont idéalement situés en bordure 
intérieure du sinus sous-capsulaire, et ils échantillonnent la lymphe afférente qui transporte 
microbes et autres particules. Ils sont ensuite capables de présenter directement les antigènes 
sur leurs prolongements qui entrent dans les follicules B ou de transmettre les complexes 
immuns aux FDC par l’intermédiaire de cellules B.  

Les lymphocytes B naïfs peuvent donc également rencontrer l’antigène d’intérêt via leur 
BCR lorsque celui-ci est soluble dans le milieu, ou lorsqu’il est présenté par des DC migratrices 
dans la zone paracorticale, par des macrophages sous-capsulaires ou des FDC directement au 
sein du follicule B (Qi et al., 2014; Stebegg et al., 2018; K. Suzuki et al., 2009).  

 
Le centre germinatif 
Suite à la capture de leur antigène, les lymphocytes B augmentent leur expression de CCR7 

et de EBI2, leur permettant de se positionner à la bordure T-B (Okada et al., 2005). Ils 
internalisent leur complexe antigène/ BCR et présentent un peptide antigénique via leur MHC-
II (Avalos & Ploegh, 2014; Stebegg et al., 2018). Les lymphocytes T CD4 activés diminuent 
l’expression de CCR7 et augmentent celle de CXCR5, ce qui leur permet de se positionner 
idéalement à la bordure T-B, en face des lymphocytes B. Les lymphocytes B peuvent former 
des interactions mobiles mais durables avec plusieurs LT à la fois. La stabilité de ces synapses 
immunologiques dépend de la protéine SAP (SH2 domain-containing adaptator protein). Le LT 
délivre des facteurs de survie et de co-stimulation, tels que CD40L (Qi et al., 2014). Les 
lymphocytes B vont se diviser en cellules-filles qui vont soit initier la formation du centre 
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germinatif (GC), soit devenir des plasmocytes extrafolliculaires à courte durée de vie ou des 
cellules B mémoires. Ces plasmocytes extrafolliculaires sont essentiels à la production d‘une 
première vague d’anticorps, qui permet de lutter contre l’infection le temps que la réponse 
du centre germinatif se mette en place (Stebegg et al., 2018).  

 
Les cellules B activées et les LT activés diminuent leur expression de CCR7 et d’EBI2 et 

augmentent celle de CXCR5. Ils migrent ainsi vers le centre du follicule B pour initier la 
formation d’un GC : les cellules B se divisent rapidement et sont alors appelées centroblastes, 
et les LT se différencient totalement en TFH. Ces deux types cellulaires expriment également 
S1PR2, qui en se liant au ligand S1P, produit au centre du follicule, stabilise leur 
positionnement en diminuant la réponse des cellules aux autres chimioattractants (Stebegg 
et al., 2018). Le GC est structuré en une zone claire et une zone sombre, et s’oriente en 
fonction des cellules stromales qui supportent chaque partie. 

 La zone sombre est supportée par les CRC qui produisent du CXCL12. Les centroblastes 
expriment le récepteur CXCR4 et se regroupent dans la zone sombre où ils subissent des 
hypermutations somatiques dans les gènes du BCR.  

Une fois ce processus terminé, les centroblastes diminuent leur expression de CXCR4 et 
augmentent leur expression de CXCR5. Ils sont ainsi dirigés vers la zone claire, qui est 
supportée par les FDC productrices de CXCL13, et nouvellement appelés centrocytes. Cette 
zone claire est également peuplée de TFH et de T follicular regulatory cells (TFR), qui, avec les 
FDC, sont responsables de la sélection positive et de la régulation des lymphocytes B. Les FDC 
sont capables de présenter des antigènes durablement, permettant aux centrocytes de 
capturer ces antigènes via leurs immunoglobulines nouvellement mutées, de les internaliser 
et de les présenter aux TFH pour sélection positive des clones ayant une haute affinité pour 
leur antigène. Les clones portant un BCR non fonctionnel ou moins efficace entrent en 
apoptose. Les centrocytes peuvent ensuite retourner dans la zone sombre pour proliférer, 
recommencer un processus d’hypermutations somatiques et ensuite de sélection par les TFH. 
La répétition de cette boucle permet l’amplification des centrocytes ainsi que l’augmentation 
de l’affinité du BCR pour l’antigène (Stebegg et al., 2018; Victora et al., 2010).  

L’hypermutation somatique étant un processus aléatoire, le risque de produire des clones 
ayant une cross-spécificité est important et pourrait conduire à des maladies auto-immunes. 
Les TFR sont des lymphocytes exprimant à la fois les marqueurs des TFH et des Treg (Foxp3+). 
Ils ont une fonction suppressive par l’expression de CTLA-4, qui se lie et inhibe les molécules 
de co-stimulation CD80/86, la production d’IL-10, de TGFb et de granzyme B. Ils régulent 
l’interaction entre les centrocytes et les TFH, ayant ainsi un impact sur la taille du GC, sur la 
sélection des clones antigène spécifique des B et des TFH et sur la commutation de classe et 
la maturation de l’affinité des anticorps.  

Ce processus aboutit à la production de plasmocytes à longue durée de vie et de cellules 
B mémoires qui ont un BCR à haute affinité pour l’antigène (Qi et al., 2014; Stebegg et al., 
2018).  
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3. Les macrophages pulmonaires 
 

Dans le poumon, on distingue deux types de macrophages. Les macrophages 
alvéolaires, situés dans la lumière des alvéoles, éliminent le surfactant en excès ainsi que les 
corps étrangers inspirés parvenant jusque-là. Les macrophages interstitiels sont quant à eux 
positionnés dans le parenchyme pulmonaire, dans les zones péri-bronchiques et péri-
vasculaires. Historiquement, les MA ont été beaucoup plus étudiés que les MI, notamment 
grâce à leur facilité d’accès. En effet, un simple lavage broncho-alvéolaire (BAL), chez la souris 
comme chez l’homme, permet de récupérer une grande partie des MA du poumon, tandis 
qu’une digestion enzymatique du tissu pulmonaire est nécessaire pour extraire les MI. La 
caractérisation de ces populations est donc délicate, et il faut prêter attention au fait que le 
lavage ne permet pas de récupérer la totalité des MA, et que bien souvent les MA résiduels 
contaminent la population de « MI » isolée de l’organe lavé (Crowell et al., 1992; van Oud 
Alblas et al., 1981). Ces difficultés techniques ont donc mené à une grande diversité de 
résultats, notamment dans la quantification de ces macrophages (Lehnert et al., 1985). 
Récemment, nous avons pu déterminer grâce à la cytométrie en flux que les MI sont environ 
10 fois moins nombreux que les MA (Sabatel et al., 2017). 

Les MA sont des cellules sphéroïdes de grande taille, aux microvillosités abondantes. 
Leur cytoplasme est volumineux et contient beaucoup d’organelles assez hétérogènes 
(mitochondries, lysosomes, phagosomes, vacuoles…). Les MI sont de plus petite taille, et ont 
des caractéristiques moins marquées : leur surface est plus lisse, ils ont moins de lysosomes 
(Sebring & Lehnert, 1992). Cependant, de plus récentes études observent néanmoins que les 
MI possèdent de longs prolongements dendritiques mobiles (Tang et al., 2022; Ural et al., 
2020). Ils semblent être à mi-chemin phénotypiquement entre les monocytes et les MA 
(Sebring & Lehnert, 1992). Ces observations ont conduit beaucoup d’équipes à penser que les 
MI, idéalement placés, pourraient être un stade de maturation intermédiaire entre le 
monocytes circulants et les MA (Bowden & Adamson, 1972; Landsman & Jung, 2007).  

 
3.1 Ontogénie et renouvellement  
 

 La théorie que les MI serviraient de stade intermédiaire entre les monocytes et les MA 
est dans le sillage de la théorie du MPS. Celle-ci établit que les monocytes circulants, 
provenant de précurseurs médullaires, entrent dans les tissus et s’y différencient, remplaçant 
continuellement les macrophages tissulaires (van Furth et al., 1972). En 2013, avec l’avancée 
des études d’ontogénie, cette théorie est réfutée pour le poumon : les macrophages 
pulmonaires ne proviennent pas de monocytes (Hashimoto et al., 2013). La niche des MA 
étant séparée de la circulation sanguine par l’épithélium pulmonaire, elle est inaccessible aux 
précurseurs sanguins. L’organe est dit « fermé » et les macrophages proviennent de 
précurseurs prénataux (Ginhoux & Guilliams, 2016).  

 
Avec des expériences de souris chimériques, de parabioses et de transferts adoptifs, 

Guilliams et son équipe ont identifié plusieurs vagues de progéniteurs colonisant le poumon. 
Les macrophages vitellins sont les premiers, à E12. Ils sont ensuite remplacés par les 
monocytes provenant du foie fœtal à E14. Ceux-ci deviennent des « preAMs » qui, sous 
l’influence d’un boost de GM-CSF au moment de la naissance, vont vers les alvéoles où ils 
deviennent des MA (Guilliams et al., 2013). Le GM-CSF induit PPARg, hautement exprimé chez 
les MA et important dans la régulation du développement et de la fonction de ceux-ci. En 
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effet, il induit un programme transcriptomique comprenant des gènes impliqués dans la 
dégradation des lipides et l’oxydation des acides gras, nécessaires pour la métabolisation du 
surfactant. Le GM-CSF est nécessaire à long terme, pour maintenir les macrophages et 
l’homéostasie pulmonaire (Lavin et al., 2015). La déficience en GM-CSF conduit à une 
pathologie appelée la protéinose alvéolaire pulmonaire caractérisée par l’accumulation de 
surfactant dans les bronches et alvéoles (Lavin et al., 2015; T. Suzuki et al., 2014). 

 
Les MA sont des cellules à longue durée de vie. En l’absence d’infection, 

d’inflammation ou de blessure, plusieurs possibilités ont été avancées pour leur maintien à 
long terme. Avec des expériences de parabioses, plusieurs équipes ont montré une faible 
arrivée de progéniteurs circulants, mais la jugent négligeable (Guilliams et al., 2013; 
Hashimoto et al., 2013; Tan & Krasnow, 2016). Avec des expériences de marquage de Ki-67, 
ils identifient une prolifération à bas bruit des MA (<5%). Cette hypothèse de prolifération 
locale est celle préférée aujourd’hui pour expliquer leur renouvellement lors d’homéostasie 
(Aegerter et al., 2022; Guilliams et al., 2013). Quand cette homéostasie est perturbée, en cas 
de déplétion importante des MA, les mécanismes mis en place pour combler leur absence 
dépendent de l’importance de la déplétion et de la cause de celle-ci. Le système DTR-toxine 
diphtérique, qui consiste en l’utilisation d‘une souris génétiquement modifiée pour exprimer 
le récepteur à la toxine diphtérique sous la dépendance d’un promoteur exprimé 
spécifiquement, ici CD169 dans les MA, et d’administration de toxine diphtérique qui tue les 
cellules exprimant le récepteur au moment voulu, est fréquemment utilisé pour étudier les 
APC. Suite à l’ablation des MA avec ce système, ils prolifèrent localement de manière 
soutenue pour se régénérer. Le GM-CSF se montre crucial pour cette prolifération (Hashimoto 
et al., 2013). Lors d’une déplétion induite par irradiation, les monocytes circulants se 
différencient en MA sous la dépendance du GM-CSF également (Epelman, Lavine, & Randolph, 
2014; Landsman & Jung, 2007). Une infection par l’herpèsvirus murin 4, utilisé comme modèle 
pour le virus d’Epstein-Barr, induit une déplétion importante des MA, qui sont remplacés par 
des monocytes qui montrent des fonctions régulatrices puisqu’ils confèrent une protection à 
un asthme allergique induit par la suite (Machiels et al., 2017). 

 
Les études d’ontogénie pulmonaire font rarement la distinction entre les MA et les MI. 

Comme les MA sont les plus représentés, les résultats portent principalement sur eux. 
Toutefois, en 2016, quelques précisions sont apportées à l’ontogénie pulmonaire des MI par 
deux scientifiques de Stanford. En effet, ils établissent que les MA et MI proviennent de vagues 
de précurseurs indépendantes. Les macrophages vitellins colonisent l’interstitium pulmonaire 
et y restent pendant tout le développement. Ils sont appelés MI « primitifs ». Après la 
naissance, ils sont uniquement retrouvés dans les zones sub-mésothéliales et péri-vasculaires. 
Dans la première semaine suivant la naissance, les progéniteurs circulants provenant de la 
moelle osseuse s’établissent dans l’interstitium pulmonaire : ils constituent les MI 
« définitifs ». Ceux-ci sont maintenus au long de la vie grâce à ces progéniteurs circulants (Tan 
& Krasnow, 2016).  

Les études de Chakarov et Gibbings ont confirmé l’origine monocytaire des MI 
(Chakarov et al., 2019; Gibbings et al., 2017). Avec des expériences de trajectoires par 
scRNAseq, une population de monocytes extravasés, CD16.2+ CD64+, originaires de monocytes 
patrouilleurs (Nr4a1 dépendants) a montré sa contribution probable à la population des MI 
Lyve1low MHCIIhigh CD206low (Schyns et al., 2019). La longévité des MI est variable en fonction 
des sous-types, les CD206- étant plus rapidement remplacés par des monocytes que les 
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CD206+ ; ils ont en moyenne une demi-vie d’environ 1 an. Les MI CD206+ ont également un 
potentiel d’auto-maintenance plus élevé, puisqu’ils expriment plus fortement le marqueur de 
prolifération Ki-67 (Schyns et al., 2019). 

Plus récemment, nous avons mis au point un modèle murin permettant la déplétion 
ponctuelle des MI : les souris Tmem119CreCx3cr1LSL-DTR, qui 24h après injection de toxine 
diphtérique, perdent totalement et spécifiquement les deux sous-populations de MI, laissant 
intacts les autres macrophages, monocytes et DC. La niche des MI se repeuple 
progressivement à partir du troisième jour, pour revenir à un niveau normal une semaine 
après injection. Ce modèle nous a permis d’étudier l’origine des MI, et grâce à des expériences 
impliquant des chimères et du scRNA-seq, nous avons pu déterminer que les MI provenaient 
d’un afflux de monocytes classiques Ccr2-dépendants et Nr4a1-indépendants. Ces monocytes 
classiques, appelées Tr-Mo lorsqu’en transition vers un phénotype de MI, sont capables de 
proliférer de manière dépendante du CSF-1, un processus qui est contrôlé par MafB (Vanneste 
et al., 2023).  

 
En cas d’inflammation ou de rupture de l’homéostasie, les nombres de MI augmentent 

dans le poumon murin. C’est le cas après dommage aigu du poumon suite à l’administration 
de bléomycine (Misharin et al., 2013), après diminution de l’oxygénation (Pugliese et al., 
2017), après stimulation avec du House Dust Mite (HDM) (Kawano et al., 2016), des 
lipopolysaccharides (LPS) (Brazee et al., 2017) ou en cas de stimulation avec des CpG-DNA 
(Sabatel et al., 2017). Dans la plupart des cas, ces nouvelles cellules se différencient à partir 
de monocytes, et surexpriment des marqueurs d’activation (CD40, CD80, CD86) par rapport 
aux MI résidents (J et al., 2018; Misharin et al., 2013). Dans le cas d’une administration de 
CpG-DNA, nous avons démontré que ces nouvelles cellules ne sont pas originaires d’une 
prolifération des MI résidents, ni de monocytes médullaires CCR2 dépendants, mais bien de 
monocytes CCR2 indépendants situés dans le poumon lui-même et dans un réservoir distant : 
la rate. Encore une fois, ces origines dépendent de la stimulation appliquée : elles ne sont pas 
les mêmes dans le cas d’une injection de LPS (Sabatel et al., 2017). 
 
3.2 Caractéristiques et hétérogénéité 
 

Les deux types de macrophages pulmonaires partagent l’expression de beaucoup de 
marqueurs, comme F4 /80, MerTK, et CD64. Cependant, on peut les distinguer, en cytométrie 
en flux, sur base d’autre paramètres : Les MA expriment le SiglecF, CD11c et CD169. Ils sont 
FSChigh et hautement auto-fluorescents, ce qui est aussi utile pour les identifier, surtout en 
conditions basales. Les MI expriment le CD11b et le MHCII. Ils expriment des niveaux variables 
de CD11c et CD169. On les distingue des monocytes classiques par leur absence de marquage 
pour Ly6C (Tableau 1) (Gibbings et al., 2017; Misharin et al., 2013; Sabatel et al., 2017).  
 

Chez l’homme, alors que les MA sont facilement récupérés par un lavage broncho-
alvéolaire comme chez la souris, l’étude des MI est plus ardue à cause de la difficulté d’accès 
au tissu. Néanmoins, ils ont été décrits chez l’homme comme HLA-DRhigh CD11b+ CD206+ 
CD169- (Bharat et al., 2016; Yu et al., 2016) et chez les primates comme HLA-DRhigh CD11bhigh 
CD163+ (Cai et al., 2014). Les MA sont quant à eux HLA-DRhigh CD11b+ CD206high CD169+ chez 
l’homme (Bharat et al., 2016; Yu et al., 2016) et HLA-DRhigh CD11bint CD163+ CD206+ chez le 
primate (Cai et al., 2014). 
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Marqueur MA MI cMo pMo DC Références 
CD11b - + + + -/+ (Gibbings et al., 2017; Johansson et al., 1997; 

Misharin et al., 2013; Roy et al., 2003; Sabatel et 
al., 2017; Schyns et al., 2019; Zaynagetdinov et 
al., 2013) 

CD11c + - /low - - /low + (Bedoret et al., 2009; Bosteels et al., 2020; 
Johansson et al., 1997; Roy et al., 2003; Sabatel 
et al., 2017; Zaynagetdinov et al., 2013) 

CD169 + Low - - - (Gibbings et al., 2017; Sabatel et al., 2017) 
CD206 + Low/+ -/low - -/+ (Gibbings et al., 2017; Johansson et al., 1997; 

Schyns et al., 2019) 
CD45 + + + + + (Johansson et al., 1997; Sabatel et al., 2017; 

Zaynagetdinov et al., 2013) 
CD64 + + - - - (Bosteels et al., 2020; Gibbings et al., 2017; 

Johansson et al., 1997; Sabatel et al., 2017) 
CD86 + + low low - (Kawano et al., 2016; Roy et al., 2003; Sabatel et 

al., 2017) 
CX3CR1 - + + + -/+ (Gibbings et al., 2017; Sabatel et al., 2017; 

Schyns et al., 2019) 
F4/80 + + Low/+ + -/low (Bedoret et al., 2009; Gibbings et al., 2017; 

Johansson et al., 1997; Roy et al., 2003; Sabatel 
et al., 2017) 

Ly6C - Low + Low -/+ (Johansson et al., 1997; Misharin et al., 2013; 
Roy et al., 2003; Sabatel et al., 2017) 

Lyve-1 - Low/+ - - - (Chakarov et al., 2019; Gibbings et al., 2017) 
MertK + + - - - (Gibbings et al., 2017; Sabatel et al., 2017; 

Schyns et al., 2019) 
MHC-II Low Low/+ - - + (Bosteels et al., 2020; Franke-Ullmann et al., 

1996; Johansson et al., 1997; Sabatel et al., 2017) 
SiglecF + - - - - (Gibbings et al., 2017; Johansson et al., 1997; 

Misharin et al., 2013; Sabatel et al., 2017) 
 
Tableau 1. Les marqueurs murins des différentes populations du système phagocytaire mononucléé 
pulmonaire à l’état basal. Adapté de Liégeois et al., 2018. 



 

37 

 Grâce à l’avènement de nouvelles techniques telles que le bulk RNA-sequencing ou le 
single cell RNA-sequencing, plusieurs équipes ont mis en évidence l’hétérogénéité des MI, 
identifiant deux (Chakarov et al., 2019; Schyns et al., 2019) ou trois (Gibbings et al., 2017) 
sous-populations. Selon les plus récents papiers, les macrophages CD64+ du poumon seraient 
composés de deux sous-populations, distinguables, selon leur expression de différents 
marqueurs de surface : l’une Lyve1low MHCIIhigh CD206low, l’autre Lyve1high MHCIIlow CD206high. 
Ces populations sont non seulement distinguables par leur aspect phénotypique, mais 
également par leur localisation dans le poumon et par leur fonction. Les Lyve1low MHCIIhigh 
CD206low, associés aux nerfs et situés dans l’interstitium alvéolaire, joueraient un rôle dans 
des processus de présentation d’antigène et de régulation des réponses immunitaires. Les MI 
Lyve1high MHCIIlow CD206high sont quant à eux décrits comme situés dans l’interstitium péri-
bronchique, associés aux vaisseaux sanguins et ont démontré leur importance dans la 
réparation tissulaire. Ces derniers sont également ceux qui produisent le plus de cytokines, 
notamment l‘IL-10 (Fig. 6) (Chakarov et al., 2019; Schyns et al., 2019). 

 
D’autres équipes, en utilisant principalement des techniques d’imagerie , ont 

également nommé d’autres sous-populations en se basant sur leur localisation : les NAM 
(nerve-associated macrophages) (Ural et al., 2020) et les BAM (bronchus-associated 
macrophages) (Tang et al., 2022).  

Avec la microscopie confocale et un marquage pour CD169 et CD11c, deux populations 
de macrophages CD169+ sont identifiées. L’une est CD11c+, il s’agit des MA, et l’autre est 
CD11c-, les MI. Cette population est située autour des voies aériennes à proximité des cellules 
épithéliales. Les auteurs la nomment NAM. Les NAM expriment également F4/80, MerTK et 
CD64, produisent de l’IL-10, et sont distincts d’une autre population de MI CD11c+ CD169-. Les 
NAM sont nécessaires pour réguler l’inflammation liée à une infection virale (Ural et al., 2020). 
Les NAM sont également Lyve1low et MHC-IIhigh, ce qui indique un recoupement au moins 
partiel avec la population de MI Lyve1low MHCIIhigh CD206low identifiée par Chakarov et al. 
(Chakarov et al., 2019) et Schyns et al. (Schyns et al., 2019). 

Les BAM sont situés dans des régions péribronchiques, riches en collagène, aux 
bifurcations bronchiques et proches de gros vaisseaux sanguins. Ces régions contiennent des 
MI et des DC à l’état basal. Les auteurs ont pour cela utilisé des techniques de microscopie bi-
photonique et des souris transgéniques rapportrices : Cx3cr1-GFP pour les MI, qu’ils 
identifient comme CX3CR1-GFP bright, les CD11c-YFP pour les DC qu’ils identifient comme 
CD11c-YFP bright et d’autres pour les cellules épithéliales. Ils ont ainsi pu montrer la capture 
d’antigène inhalé (OVA-FITC) préférentiellement par les MI. Ces MI sont plus efficaces pour 
capturer les particules solubles de faible taille. Cette identification précaire en microscopie a 
ensuite été confirmée en cytométrie en flux, en démontrant que les cellules Cx3cr1-GFPbright 
OVAbright étaient également majoritairement MHC-IIhi CD11cmid CD64+ Mertk+ CD24-, et 
représentent les MI qu’ils dénomment BAM. Les cellules CD11c-YFPbright étaient CD11cmid-hi 
MHC-IIhi CD24+ CD64- Mertk- et sont assimilées aux cDC2 (Tang et al., 2022). 
 
3.3 Les fonctions régulatrices innées 
 

La plupart des études portant sur l’immunorégulation des MA utilisent des systèmes 
de déplétion qui sont transitoires et non spécifiques avec des liposomes contenant du 
chlodronate, qui, phagocytés par les MA, induisent l’apoptose de la cellule. Dans ces 
expériences, après déplétion, on observe une inflammation pulmonaire plus importante. Les  
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Figure 6. Résumé graphique des différentes populations du système phagocytaire mononucléé 
pulmonaire et de leur hétérogénéité à l’état basal.  
  

MA

cDC1

cDC2

MI CD206high

MI CD206low

IL-10

IL-10

MHC-II

MHC-II

Monocyte 
Ly6C+ tissulaire

pMo
cMo



 

39 

MA sont capables de prévenir des réponses immunes aberrantes dans de nombreux modèles 
de sensibilisation allergique (Bang et al., 2011; Mathie et al., 2015; Thepen et al., 1989; Valstar 
et al., 2006; Zasłona et al., 2014), et leur transfert, si ils ne sont pas sensibilisés, permet la 
réduction de cette inflammation (Bang et al., 2011). 

Les MA, isolés par lavage broncho-alvéolaires, ont été identifiés chez des rats comme 
immunosuppresseurs. En effet, leur coculture avec des DC ralenti la maturation de celles-ci, 
réduisant leur expression de MHC-II et leur capacités à induire une MLR. Cette inhibition des 
MA sur les DC est médiée via une molécule soluble, car les cultures sont réalisées avec une 
membrane semi-perméable (Holt et al., 1993). Cette inhibition est potentialisée par l’ajout de 
TNF-a (Holt et al., 1993), et abolie par le blocage de la voie de synthèse de l’oxyde nitrique ou 
par la stimulation des macrophages au LPS ou au GM-CSF (Bilyk & Holt, 1993; Holt et al., 1993). 
 

Depuis leur caractérisation en 2009, les MI sont décrits comme immunosuppresseurs. 
En effet, produisant de grandes quantités d’IL-10, ils sont capables d’empêcher les BMDC 
(bone marrow-derived dendritic cells) de maturer, de migrer vers le ganglion lymphatique 
lorsque transférées dans des souris receveuses, et d’y induire une immunité de type 2 
(Bedoret et al., 2009). Ils sont également capables de réduire la réponse Th17, car leur 
transplantation parvient à diminuer l’inflammation neutrophilique induite dans un modèle 
d’asthme neutrophilique au HDM (Kawano et al., 2016). 

La production d’IL-10 par les MI est potentialisée lors d‘une exposition au HDM, LPS, 
CpG-DNA, à la flagellin et au FSL1 (Kawano et al., 2016; Sabatel et al., 2017). Le CpG-DNA est 
l’agent le plus efficace, et il induit également l’augmentation importante du nombre de MI, 
ceux-ci étant capables d’induire une protection lors d’un modèle d’asthme expérimental aux 
hautes doses de HDM (Sabatel et al., 2017). Cette augmentation de la production d‘IL-10 fait 
intervenir la voie Myd88/Hif1a et le récepteur plexinD1 (Aktar et al., 2022; Toussaint et al., 
2013). 
 
3.4 Les macrophages et le système immunitaire adaptatif 
 

Après la découverte des DC en 1973 par Steinman et Cohn, l’étude de leurs capacités 
motrices et de leur capacité à induire une prolifération de cellules de rate, les DC sont 
considérées comme les APC majeures et la capacité des macrophages à induire une réponse 
immunitaire est déconsidérée (Steinman & Cohn, 1973; Steinman & Witmer, 1978). 

Cependant, les MA peuvent avoir un impact direct sur le système immunitaire 
adaptatif, via la sécrétion de facteurs solubles. Ils peuvent inhiber la prolifération des 
lymphocytes T chez la souris, le rat et l’homme, en induisant une anergie des cellules T : ceux-
ci sont incapables de répondre au stimuli par l’IL-2. Cette anergie peut être bloquée par l’ajout 
d’un inhibiteur de la voie de synthèse de l’oxyde nitrique (Strickland et al., 1996; Upham et 
al., 1995). 

En 2013, Pejman Soorosh et collègues caractérisent des macrophages « tissulaires 
résidents du poumon » comme ayant la capacité à stimuler la différenciation des LT naïfs en 
Treg Foxp3+ lorsque co-cultivés. Cette induction est dépendante de la présence de l’acide 
rétinoïque et de TGFb. Lorsque ces macrophages sont réinjectés après avoir été exposés à 
l’antigène, ils sont capables d’établir une tolérance, via l’induction de Treg, et d’empêcher 
l’inflammation induite par des administrations successives de cet antigène (Soroosh et al., 
2013). Il est à noter que ces macrophages tissulaires sont identifiés comme CD45+, CD11c+, 
hautement auto-fluorescents, MHC-IIlow, F4 /80+ et SiglecF+. Malgré les lavages extensifs 
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décrits afin d’éliminer les MA, il semblerait qu’une partie non-négligeable des macrophages 
tissulaires décrits soient, en fait, des MA résiduels, contaminés probablement par des MI 
CD11c+.  
 Ceci est cohérant avec l’étude de Coleman et al., qui remarque que les MA ont la 
capacité d’induire Foxp3 chez des lymphocytes T naïfs. Cette induction n’est pas dépendante 
d’une présentation d’antigène puisque le surnageant de culture des MA suffit à également 
induire Foxp3. Cette induction peut être inhibée grâce à l’ajout d’un inhibiteur de l’acide 
rétinoïque, de son récepteur ou d’un inhibiteur de la voie de TFG-b1 (Coleman et al., 2013).  
 
 Les MI, eux, expriment le MHC-II et sont capables de phagocyter des corps étrangers 
provenant de la circulation ou des voies aériennes (Bedoret et al., 2009; Chakarov et al., 2019; 
Gibbings et al., 2017; Sabatel et al., 2017; Schyns et al., 2019; Tang et al., 2022). Ils pourraient 
donc être capables d’effectuer une présentation d’antigène au même titre que les DC. 
L’analyse transcriptomique des sous-populations de MI a d’ailleurs mis en évidence 
l’implication probable des MI Lyve1low MHC-IIhigh CD206low dans des processus de présentation 
d’antigène (Chakarov et al., 2019; Schyns et al., 2019). 
 

Les BAM, décrits par Tang et al, sont capables de phagocyter et de présenter un 
antigène, et expriment également les molécules co-stimulatrices CD80 et CD86. Comme 
montré dans des expériences de co-cultures, ils sont capables d’activer la prolifération de LT, 
certes dans une moindre mesure que les cDC2. In vivo, ils montrent l’interaction entre ces 
BAM et des LT OTII transférés après stimulation et restimulés à l’ovalbumine. Les BAM sont 
en contact rapprochés avec les DC, via le CD169, et l’hypothèse est avancée qu’ils pourraient 
leur transmettre l’antigène ou le complexe peptide-MHC-II. Les BAM n’expriment pas le CCR7 
et ne migrent pas, même après stimuli, au contraire des cDC2 (Tang et al., 2022). 
 

Bien que ces études suggèrent que les MI seraient capables d’effectuer une 
présentation d’antigène, aucune ne s’est, à notre connaissance, focalisée sur l’examen 
systématique de ce potentiel.  
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 Les cellules présentatrices d’antigènes ont la capacité de capturer les antigènes 
présents dans le milieu extracellulaire, de les dégrader afin de présenter un peptide 
antigénique sur leur MHC-II à la surface cellulaire. Elles peuvent ensuite rencontrer un 
lymphocyte T dont le TCR est spécifique de ce peptide antigénique et ainsi déclencher une 
réponse immunitaire adaptative.  

Dans le poumon, les cellules dendritiques ont longtemps été considérées comme les 
cellules présentatrices d’antigène par excellence. Cependant, récemment, certaines études 
ont révélé un potentiel des macrophages interstitiels pour la présentation d’antigène. En 
effet, ils expriment le MHC-II et sont capables de phagocyter des antigènes provenant de la 
circulation sanguine ou des voies aériennes. Certaines analyses transcriptomiques ont 
identifié des sets de gènes impliqués dans la présentation d’antigène chez les MI. Une étude 
majoritairement basée sur des techniques d’imageries, met en évidence la communication de 
cellules apparentées aux MI, les BAM, avec des lymphocytes T transférés.  

Cependant, à ce jour, aucune étude ne s’est focalisée sur la capacité de présentation 
d’antigène par les MI. 
 

L’objectif de ce travail est d’investiguer systématiquement la capacité de présentation 
d’antigène par les MI, en les comparant aux DC (connues pour être spécialisées dans la 
présentation antigénique) et aux MA (réputées être incapables de présenter les antigènes).  

Pour cela, nous commencerons par comparer dans ces cellules l’expression de MHC-II 
ainsi que de la machinerie associée à la présentation d’antigène. Ensuite, dans des systèmes 
de coculture, nous évaluerons la capacité des DC et macrophages pulmonaires à induire la 
prolifération de lymphocytes T naïfs. Nous quantifierons l’induction de Treg Foxp3+ suite à 
l’interaction avec les MI, MA ou DC avant d’évaluer leur potentiel à capturer un antigène in 
vivo pour induire une prolifération de LT ex vivo. Nous examinerons le potentiel migratoire 
des MI. Nous visualiserons les interactions entre MI et LT in vivo. Finalement, nous génèrerons 
un modèle transgénique murin nous permettant d’étudier les conséquences d’une délétion 
partielle en MHC-II sur les MI dans un modèle d’asthme expérimental.  
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1. Animaux expérimentaux 
 

Les souris sauvages C57BL/6J ont été achetées chez Charles River. Les souris IL-10-/- 
(B6.129P2-IL-10tm1Cgn/J), OTII (B6.Cg Tg(TcraTcrb)425Cbn/J), Cx3cr1GFP/GFP (B6.129P-
Cx3cr1tm1Litt/J), Cx3cr1CreERT2 (B6.129P2(C)-Cx3cr1tm2.1(cre/ERT2)Jung/J) et MHC-IIlox 
(B6.129X1-H2-Ab1b-tm1Koni/J) ont été achetées chez Jackson Laboratory. Les souris 
Cx3cr1CreERT2 et MHC-IIlox ont été croisées par nos soins afin d’obtenir des souris Cx3cr1CreERT2/+ 
MHC-IIlox/lox et des contrôles Cx3cr1+/+ MHC-IIlox/lox au sein des mêmes portées. 

Les souris ont été hébergées et reproduites dans les locaux SPF du GIGA (Université de 
Liège, Belgique), maintenues dans un cycle de 12h jour/nuit avec de la nourriture et de l’eau 
accessibles à volonté. Les souris mâles et femelles ont été utilisées entre 7 et 11 semaines de 
vie. Les animaux et les procédures expérimentales ont été revues et validées par le Comité 
d’Ethique de l’Université de Liège. 
 

2. Réactifs et anticorps 
 

L’ovalbumine et les LPS viennent de Sigma. L’OVA-FITC de Davids biotechologies. Les 
anticorps et autres réactifs sont présentés dans la table ci-dessous : 
 

Anticorps de cytométrie en flux 
  

PE-Cy7 rat anti-CD11b, clone M1/70 BD Pharmingen 561098 

APC-Cy7 Hamster anti-mouse CD11c, clone HL3 BD Pharmingen 561241 

BUV395 Hamster anti-mouse CD11c, cloneHL3 BD Horizon 564080 

APC anti-mouse CD172a, clone P84 Biolegend 144013 

PE rat anti-mouse CD19, clone 1D3 BD Pharmingen 553786 

BV786 rat anti-mouse CD26, clone H194-112 BD Optibuild 740868 

PE Hamster anti-mouse CD3, clone 145-2C11 BD Pharmingen 553064 

PerCP-Cy5.5 rat anti-mouse CD4, clone RM4-5 BD Pharmingen 550954 

V500 Mouse anti-mouse CD45.2, clone 104 BD Horizon 562130 

BV421 anti-mouse CD64, clone X54-5/7.1 Biolegend 139309 

CellTrace Yellow Cell proliferation kit Invitrogen C34573 

BV605 anti-mouse F4/80, clone BM8 Biolegend 123133 

PE anti-mouse F4/80, clone BM8 eBioscience 12-4801-82 

PE rat anti-Foxp3, clone FJK-16s eBioscience 12-5773-82 

APC rat anti-mouse Ly6C, clone AL21 BD Pharmingen 560595 

FITC rat anti-mouse Ly6C, clone AL21 BD Pharmingen 553104 

PE-CF594 Ra t anti-mouse Ly6C, clone AL21 BD Horizon 562728 

PE Rat anti-Mouse Ly6G, clone 1A8 BD Pharmingen 551461 

PE-Cy7 anti-mouse FceRIa, clone MAR-1 Biolegend 134317 

APC Mouse anti-mouse I-A(b), clone AF6-120.1 BD Pharmingen 562823 

FITC anti-mouse I-A(b), clone AF6-120.1 BD Pharmingen 562011 

PerCP-Cy5.5 anti-mouse I-A/I-E, clone M5/114.15.2 Biolegend 107626 
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PE Mouse anti-mouse NK1.1, clone PK136 BD Pharmingen 553165 

PE rat anti-mouse Siglec-F, clone E50-2440 BD Pharmingen 552126 

Fixable viability dye ef660 eBioscience 65-0864-14 

APC-Cy7 anti mouse/rat XCR1, clone ZET Biolegend 148223 
   

Anticorps pour la microscopie confocale 
  

rat anti-mouse MHC-II Invitrogen 14-5321-85 

rabbit anti-mouse CD4  Sino biological 50134-R711 

Goat anti rabbit IgG AF555  invitrogen A21429 

Goat anti rat IgG AF647  Invitrogen A21247 

anti-GFP rabbit AF488 Invitrogen A21311 
   

Anticorps utilisés en culture 
  

purified monoclonal IgG anti-TGF-B(1,2,3), clone 1D1 RandD systems MAB 1835 

anti-mouse CD3e purified, clone 145-2C11 ebioscience 14-0031-85 

anti-mouse CD28 purified, clone 37.51 eBioscience 14-0281-85 

Purified NA/LE rat anti-mouse IL-10 BD Bioscience 554463 

LEAF purified anti-mouse I-A / I-E, clone M5/114.15.2 Biolegend 107610 
   

Anticorps isotypes contrôles 
  

IgG2a-FITC, isotype control Sigma F6522 

IgG1 isotype control, clone 11711 RandD systems MAB002 

Purified NA:LE Rat IgG2b,k isotype control BDbioscience 556968 

LEAF Purified Rat IgG2b,k isotype cntrol, clone RTK4530 Biolegend 400622 

Tableau 2 . Tableau recensant les anticorps utilisés en cytométrie en flux, en microscopie confocale, en culture 
et leurs isotypes contrôles. 
 

3. Analyses scRNAseq 
 

Les données de séquençage ARN unicellulaire (scRNAseq) sur les macrophages 
interstitiels ont été précédemment publiées (Schyns et al., 2019). Les données du scRNAseq 
sur les cellules dendritiques ont été précédemment publiées (Bosteels et al., 2020) et 
téléchargées en utilisant un outil fourni par les auteurs (http://bioit2.irc.ugent.be/cdc2/). Les 
matrices filtrées contenant les identifiants et les annotations ont été utilisées pour construire 
un objet Seurat. Le contrôle qualité a été réalisé en filtrant les cellules avec moins de 200 
gènes détectés, les gènes détectés dans moins de trois cellules et les cellules avec plus de 5% 
de gènes mitochondriaux. Les comptes pour chaque gène ont été normalisés avec la fonction 
NormalizeData (Seurat) avec un facteur d’échelle de 10 000 et une transformation 
logarithmique. Deux mille gènes hautement variables ont été identifiés avec la méthode ‘VST’. 
La réduction linéaire dimensionnelle été réalisée par une analyse du composant principal 
(PCA) sur les données à l’échelle en utilisant la fonction RunPCA (Seurat). Les cellules ont été 
distribuées en clusters avec la fonction FindClusters (Seurat) avec une résolution de 0.5. Pour 
visualiser les données, une réduction dimensionnelle non-linéaire a été utilisée, et une UMAP 
a été créée en utilisant la fonction RunUMAP (Seurat), avec le nombre de dimensions à utiliser   
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Figure 7. Stratégie de sélection pour identifier les MA, cMo, pMo, MI, cDC1 et cDC2 en cytométrie en flux. 
 
 

 
 
Figure 8. Stratégie de sélection pour identifier et trier les MI, MI MHC-IIhigh, MI MHC-IIlow, cDC (A) et les 
MA (C). Pureté du tri pour les populations précédemment citées (B et D) 
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fixé sur les 10 premiers composants principaux. Les clusters ont été annotés sur base de leur 
expression de gènes marqueurs décrits par Bosteels et al. 

La signature génique spécifique des MI a été établie en utilisant les données de 
scRNAseq publiées précédemment (Schyns et al., 2019), en comparant les MI à tous les autres 
types cellulaires en utilisant la fonction FindMarker (Seurat). Les gènes avec |log fold change| 
> 1 et positivement régulés ont été inclus dans la signature MI. Les signatures ont été ensuite 
utilisées pour calculer le score pour chaque cellule avec la fonction AddModuleScrore (Seurat). 
Les scores ont été incorporés dans l’objet Seurat et visualisés avec le package Seurat.  

Les gènes différentiellement exprimés ont été calculés avec la fonction FindAllMarkers 
(Seurat).  

 
4. Isolement et marquage des cellules : cytométrie en flux 

 
Pour pourvoir étudier les différentes cellules du système phagocytaire mononucléé 

pulmonaire, nous avons traité les poumons ou ganglions murins afin d’obtenir une suspension 
unicellulaire, que nous avons analysé ou trié ensuite grâce à la cytométrie en flux.  
 

Brièvement, les poumons ont été rincés extensivement avec du PBS via le ventricule 
droit. Les poumons ont ensuite été hachés et digérés pendant 1h à 37°C dans du HBSS 
contenant 5% v/v of FBS (Gibco), 1 mg/ml collagenase A (Sigma) and 0.05 mg/ml DNase I 
(Roche). La digestion a été stoppée avec du PBS froid contenant 10mM d’EDTA. La suspension 
a ensuite été enrichie en cellules mononucléées grâce à un gradient de densité (Percoll de 
Cytiva) : les cellules de l’interface 1.080:1.038 g/ml ont été récupérées. Les ganglions ont été 
digérés dans 1ml du même milieu de digestion pendant 15min à 37°C. Ils ont ensuite été 
écrasés et la digestion a été arrêtée avec du PBS-EDTA. Les marquages ont été réalisés à 4°C 
dans du milieu FACS (PBS avec 2.5 mg/ml de BSA). Les phénotypages ont été réalisés sur le 
FACSLSRFortessa (BD Biosciences). 

Nous avons identifié les macrophages et cellules dendritiques pulmonaires sur base de 
la stratégie présentée en figure 7. Celle-ci a été élaborée sur base des stratégies de Sabatel et 
al et Bosteels et al (Bosteels et al., 2020; Sabatel et al., 2017). Les cellules CD45+ qui ne sont 
pas en doublet ont été différenciées sur base de leur granulosité et de leur expression du 
CD11b. Les cellules CD11b négatives et fortement granuleuses, qui sont aussi F4/80 et CD11c 
positives, ont été identifiées comme macrophages alvéolaires. Les cellules CD11b positives 
faiblement granuleuses ont été sélectionnées. Parmi celles-ci, les cellules F4/80 positives 
pouvaient être discriminées avec le Ly6C et le CD64 en monocytes classiques (Ly6C+ CD64-/int) 
monocytes patrouilleurs (Ly6C- CD64-) et macrophage interstitiels (Ly6C- CD64+). Pour mettre 
en évidence les DC, après sélection des cellules immunitaires CD45+ seules, les cellules 
négatives pour des marqueurs de lignées ont été sélectionnées : on éliminait ainsi les 
macrophages alvéolaires (SiglecF+), les lymphocytes T (CD3+), les lymphocytes B (CD19+), les 
neutrophiles (Ly6G+) et les cellules NK (NK1.1+). Ensuite, les cellules CD11c+ MHCII+ étaient 
différenciées selon le CD26 et CD64 : les CD26- CD64+ étaient également CD172a+ en grande 
majorité et ont été identifiées comme MC (monocyte-derived cell). Ils contiennent la fraction 
CD11c+ des MI. Les CD26int/+ CD64- se distinguent avec le CD172a en cDC1 CD172a- et cDC2 
CD172a+.  

Pour le tri cellulaire, la suspension a été enrichie avec un tri magnétique (MACS) 
sélectionnant les cellules CD11b positives grâce à des microbilles anti-souris CD11b (Miltenyi 
Biotec), et ce à la place du gradient de densité. La fraction négative du tri magnétique est 
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également récupérée et marquée pour trier les MA. Les tris ont été réalisés sur des FACSAriaIII 
(BD Biosciences) avec le nozzle 85. 
 En figure 8, la stratégie de tri est représentée : les MI ont été triés comme CD45+ F4/80+ 
AF- SSClow Ly6C- CD64+, distingués ou non selon leur expression du MHCII. Les DC étaient CD45+ 
F4/80- CD11c+ MHCII+ et les macrophages alvéolaires CD45+ F4/80+ CD11c+ AF+. 
 
Les résultats ont été analysés avec FlowJo V10 (Tree Star Inc.) 
 

5. Expériences de cocultures 
 

Les MA, MI et DC ont été triés de poumons de souris sauvages ou IL-10-/-, comme décrit 
ci-dessus.  

Pour obtenir les lymphocytes T CD4+ naïfs, les ganglions et rates de souris OT-II ont été  
écrasés avec le piston d’une seringue dans 1mL de PBS-EDTA. Les cellules d’intérêt ont été  
isolées par tri magnétique sur colonne LS, après marquage avec le naïve CD4+ T cell isolation 
kit (Miltenyi Biotec). 

Pour les expériences de prolifération, les cellules T enrichies ont ensuite été marquées 
avec le Cell Tracer Yellow (CTY – Invitrogen) comme précédemment décrit (Quah et al., 2007).  
Les cellules ont été cultivées dans des plaques 96 puits à fond rond avec du milieu RPMI avec 
L-Glutamine (Lonza) complété avec 10 % FBS (Gibco), 50 U/mL penicillin/streptomycin (Gibco), 
1 % MEM non-essential amino acids (Gibco), 1 mM sodium pyruvate (GE Healthcare) et 0.05 
mM 2-mercaptoethanol (Gibco) ; et ce à un ratio de 1 APC pour 2 LT et pendant trois jours.  

Pour les expériences analysant l’orientation des LT, les APC ont été mises en culture 
avec l’ovalbumine et les lymphocytes ont été  ajoutés le jour suivant. L’expression de Foxp3 a 
été analysée après 5 jours avec le Foxp3/Transcription factor staining buffer set (Invitrogen). 
Dans certaines expériences, nous avons ajouté de l’OVA (125 μg/mL), des anticorps MHC-II Ab 
ou son isotype contrôle (20μg/mL), Tgfb Ab ou son isotype contrôle (1 μg/mL), IL-10 Ab ou son 
isotype contrôle (1 μg/mL) ou du TGFb1 recombinant (rTGFb1) (1ng/mL). 
 

6. Expériences d’imagerie tissulaire 
 
Traitement et marquage 
 

Les poumons de souris Cx3cr1GFP /GFP ont été perfusés avec 10ml de PBS et infusés via 
la trachée avec de la PAF 4%. Les poumons récoltés ont ensuite été incubés dans de la PAF 4% 
pendant 4h à 4°C et puis dans une solution de sucrose à 30% pendant 12h. Ils ont été inclus 
et congelés dans de l’OCT compound (Q Path Freeze gel, VWR) et coupés en cryosections de 
7µm, avant d’être stockés à -80°C.  
 Les lames ont été dégelées et fixées 10min dans de la PAF 4% à température ambiante, 
puis perméabilisées avec du Triton-X100 0.5% v/v (Acros Organics) pendant 2 min, puis 
bloquées avec du PBS contenant 12% de BSA (Sigma), 0.5% de Triton-X100, 4% de goat serum 
(Sigma) and 4% de donkey serum (Sigma) pendant 1 h. 
 Premièrement, les lames ont été marquées avec un rat anti-mouse MHC-II de 
Invitrogen (dilution 1:500) et un rabbit anti-mouse CD4 de Sino Biological (dilution 1:100) 
pendant 12h à 4 °C. Deuxièmement, elles ont été marquées avec un goat anti-rat AF647 
(Invitrogen) (dilution 1:500) et un goat anti-rabbit AF555 (Invitrogen, dilution 1:250) pendant 
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1h à température ambiante. Troisièmement, elles ont été marquées avec un anti-GFP rabbit 
AF488 de Invitrogen (dilution 1:200) et les noyaux ont été marqués avec du 4,6- diamidino-2-
phenylindole (DAPI, Biolegend) pendant 1h à température ambiante. Les lames ont été 
montées avec du Prolong Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher) et stockées pendant 
au moins 5h à température ambiante. Les échantillons ont été rincés trois fois avec du PBS 
entre chacune des étapes mentionnées ci-dessus. Les marquages ont été réalisés dans une 
solution contenant du PBS-BSA 1%, du Triton-X100 0.4%, et du goat et donkey serum à 3,5% 
chacun. 
 
Acquisition et analyse d’image 
 

Les images ont été acquises sur un microscope confocal inversé Leica Stellaris 8, en 
mode confocal, équipé avec un objectif à huile Plan-Apochromat 40x/1.3. Les paramètres 
d’acquisition ont été réglés comme tel : DAPI a été imagé avec un laser 405 nm à puissance 
10.8%, l’AOBS (Acousto-Optical Beam Splitter) réglé à 425 nm - 487 nm, et le gain à 52; le 
CX3CR1 AF488 a été imagé avec un laser 499 nm laser à puissance 2.7%, l’AOBS réglé à 504 
nm - 556 nm, et le gain à 34.2; le CD4 AF555 a été imagé avec un laser 553 nm à puissance 
2.94%, l’AOBS réglé à 565 nm - 635 nm; et le MHCII AF647 a été imagé avec un laser 653 nm 
à puissance 2.87%, l’AOBS réglé à 658 nm - 834 nm, et le gain à 3.7. Chaque tuile a été acquise 
sur 512 x 512 pixels, ce qui correspond à 184.52 μm x 184.52 μm, à une vitesse de 400 Hz. 
Nous avons réalisé de la 3D, avec des images tous les 1 μm, et scanné une grande zone du 
tissu pour couvrir un plus grand volume tissulaire. Les images acquises sont collées ensemble 
et sauvées au format .lif. 
 

Après importation des images dans Imaris 9.5, nous avons réalisé une segmentation 
cellulaire en utilisant les outils surface et spot du logiciel. En utilisant les marqueurs 
spécifiques exprimés par les cellules, nous avons pu les identifier et les classifier. Nous avons 
alors utilisé la fonction de mesure de distance d’Imaris pour calculer la distance intercellulaire 
minimum entre deux cellules de type cellulaire différents. Nous avons ainsi obtenu la distance 
en µm pour chaque paire de cellule. Toutes les analyses faites avec Imaris ont été faites en 
groupe, en utilisant le même algorithme pour chaque image. 

 
 

7. Administration d’antigène et induction d’asthme expérimental 
in vivo 
 
Les souris légèrement anesthésiées à l’isoflurane ont reçu par voie intratrachéale de 

l’OVA, de l’OVA-FITC et éventuellement du LPS, ou du HDM, dans un volume de 50 µL. 
Pour l’induction d’asthme expérimental, des injections répétées d’OVA, d’HDM ou de 

PBS ont été administrées telles que dans les chronologies présentées. 
Pour recenser les cellules présentes dans la lumière pulmonaire, nous avons procédé 

à un lavage broncho-alvéolaire. Un millilitre, puis successivement deux fois 0,5 mL de PBS ont 
été injectés dans les poumons via un cathéter placé dans la trachée. Les cellules ont ensuite 
été comptées à la lame de Thoma et étalées sur lame grâce à un cytospin. Ces cellules ont 
ensuite été colorées avec une coloration hématoxiline-éosine (Merck) avant d’être 
dénombrées. 
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8. Analyses statistiques 

 
Les données des expériences indépendantes ont été compilées pour être analysées, 

sauf contrairement indiqué. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism 7 
(GraphPad). Les données sont présentées comme la moyenne ± S.D., ainsi que les données 
individuelles, sauf contrairement indiqué. Nous avons considéré une valeur P plus basse que 
0.05 comme significative. *, P < 0.05; **, P < 0.01, ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001; ns, non 
significative. Les détails des tests statistiques utilisés sont décrits dans la légende de chaque 
figure. 
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Section expérimentale 
Résultats 
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Figure 9. Les MI expriment MHC-II et les gènes qui lui sont associés. A. Histogrammes représentatifs du 
phénotypage par cytométrie en flux du MHC-II (rouge) ou de son isotype contrôle (bleu) dans les macrophages 
alvéolaires (MA), macrophages interstitiels (MI), monocytes classiques et patrouilleurs (cMo et pMo), les cellules 
dendritiques classiques de type 1 et 2 (cDC1 et cDC2) et les monocyte-derived cells (MC). B. Quantification de la 
moyenne géométrique, normalisée avec l’isotype, dans les cellules myéloïdes pulmonaires analysées en A. C. 
Graphes UMAP des données de scRNA-seq analysées à partir de E-MTAB-7678 (gauche) et de GSE149619 
(droite). D. Score de signature transcriptomique des MI dans les sous-types de DC analysés dans le scRNAseq de 
Bosteels et al. E. Expression des gènes indiqués dans les monocytes CD16.2+, les MI CD206+ et CD206- et les MA, 
représenté par les violin plot (la hauteur représente le niveau d’expression et la largeur le nombre de cellules). 
F. Expression des gènes indiqués dans les sous-types de cDC pulmonaires, les DC plasmacytoïdes (pDC) et les MC. 
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1. Les macrophages interstitiels expriment le MHC-II et la 
machinerie moléculaire associée 

 
Nous avons analysé l’expression de MHC-II par les cellules du système phagocytaire 

mononucléé pulmonaire par cytométrie en flux. Nous avons utilisé la stratégie de sélection 
décrite en figure 7 pour identifier les macrophages alvéolaires, macrophages interstitiels, 
monocytes classiques et patrouilleurs, les cellules dendritiques classiques type 1 et 2 et les 
monocyte-derived cells. Nous avons normalisé cette expression en utilisant un marquage avec 
un isotype contrôle. Nous avons soustrait la moyenne géométrique de l’isotype contrôle à la 
moyenne géométrique du marquage MHC-II. Ceci nous a permis une quantification robuste 
qui prend en compte le caractère autofluorescent des macrophages pulmonaires. Grâce à 
cette quantification, nous avons pu observer que les MI exprimaient hautement le MHC-II, 
comme attendu (Bedoret et al., 2009; Chakarov et al., 2019; Gibbings et al., 2017; Sabatel et 
al., 2017; Schyns et al., 2019; Tang et al., 2022), en quantités comparables aux DC, et à des 
niveaux plus élevés que les MA et les monocytes (Fig. 9A,B)  
 

Pour mieux investiguer la capacité de présentation d’antigène des MI, nous avons 
examiné l’expression de gènes codant pour plusieurs protéines associées à la machinerie du 
MHC-II : le H-2 class II histocompatibility antigen (H2-Ab1), la chaine g de la molécule 
chaperonne de MHC-II (Cd74), le CLIP exchanger H2-DMb1 (H2-DMb1) et les cathepsines 
associées au MHC-II (Ctsh, Ctsc). Nous avons analysé deux bases de données de scRNAseq, 
l’une sur les monocytes/macrophages pulmonaires, l’autre sur les DC, dont les données ont 
été précédemment publiées (Bosteels et al., 2020; Schyns et al., 2019). Les UMAP et les 
clusters sont représentés en Figure 9C. Pour vérifier que les cellules identifiées comme MC 
englobaient bien les MI, nous avons établi une signature transcriptomique pour les MI, et nous 
l’avons appliquée au données de (Bosteels et al., 2020). Nous avons ainsi pu monter que le 
cluster 7, correspondant aux MC, montrait le plus grand score pour cette signature, et nous 
l’avons donc renommé MC-IM (Fig. 9D). 

Les deux sous-types de MI, CD206+ et CD206-, exprimaient de plus hauts niveaux d’ARN 
pour les gènes H2-Ab1, Cd74, H2-DMb1, Ctsh et Ctsc que les MA ou les monocytes (Fig. 9E). 
C’était le cas également pour les MC-MI, en comparaison avec les différents types de DC (Fig. 
9F).  

 
Ces résultats nous indiquent que les macrophages interstitiels expriment fortement le 

MHC-II et possèdent la machinerie adéquate pour présenter des antigènes via le MHC-II. 
 
 
 
 
IM, représenté par les violin plot (la hauteur représente le niveau d’expression et la largeur le nombre de 
cellules). (B) Les données représentent la moyenne +/- SD et la mise en commun de deux expériences 
indépendantes, chaque symbole représentent une souris individuelle (n=7). Les valeurs de P sont calculées avec 
un test de Krustal-Wallis non paramétrique avec des comparaisons multiples. (E-F) Pour comparer les clusters 
C2-MI CD206+, C3- MI CD206- et C7 -MC-MI avec les autres groupes, les p-values sont calculées avec un test de 
Wilcoxon. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P<0.0001; ns, non significatif. 
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Figure 10. Les MI induisent la prolifération des LT OVA-spécifiques de manière dépendante du MHC-II. A. Plan 
expérimental. B. Histogrammes de cytométrie en flux représentatifs, montrant les signaux CTY des lymphocytes 
T dans les cocultures avec les cDC, les MI et les MA en présence d’OVA. C. Quantification de la fraction 
proliférative des LT en coculture avec les cDC, MI et MA. D. Histogrammes de cytométrie en flux représentatifs, 
montrant les signaux CTY des lymphocytes T dans les cocultures avec les cDC, les MI et les MA en présence (bleu) 
ou absence (rouge) d’OVA. E. Quantification de la fraction proliférative des LT en coculture avec les cDC, MI et 
MA en présence (bleu) ou absence (rouge) d’OVA. F. Histogrammes de cytométrie en flux représentatifs, 
montrant les signaux CTY des lymphocytes T dans les cocultures avec les cDC, les MI et les MA en présence 
d’anticorps anti-MHC-II (rouge) ou de son isotype contrôle (bleu). G. Quantification de la fraction proliférative 
des LT en coculture avec les cDC, MI et MA en présence d’anticorps anti-MHC-II (rouge) ou de son isotype 
contrôle (bleu). H. Histogrammes de cytométrie en flux représentatifs, montrant les signaux CTY des lymphocytes 
T dans les cocultures avec les MI MHC-IIhigh ou les MI MHC-IIlow en présence d’OVA. I. Quantification de la fraction 
proliférative des LT en coculture avec les les MI MHC-IIhigh ou les MI MHC-IIlow. (C-E-G-I) Les données représentent 
la moyenne + /- SD et la mise en commun d’au moins trois expériences indépendantes. Chaque valeur 
individuelle correspond à un réplicat biologique indépendant (n= 7-9 (C) ; n= 3 (E, G, I)). Les valeurs de P ont été 
calculées avec (C) une analyse de variance à une entrée ou (E,G) une une analyse de variance à deux entrées avec 
un test de Sidak pour les comparaisons multiples ou (I) un test T de student non pairé bilatéral. **, P < 0.01; ***, 
P < 0.001; ns, non significatif. 
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2. Les macrophages interstitiels induisent la prolifération de 
lymphocytes T naïfs CD4+ ex vivo 
 

Pour évaluer la capacité des MI à présenter un antigène et à stimuler la prolifération de 
lymphocytes T CD4+ naïfs, nous avons mené des expériences de cocultures ex vivo. Nous 
avons trié les cDC, MI et MA de poumons murins, et les avons cultivés avec des lymphocytes 
T CD4+ naïfs provenant de souris transgéniques dites « OTII ». Ces souris sont génétiquement 
modifiées de telle sorte que tous les lymphocytes possèdent un TCR reconnaissant le peptide 
de l’ovalbumine présenté dans le contexte du MHCII. Les lymphocytes T CD4+ naïfs sont 
extraits des rates et ganglions et marqués avec un traceur cellulaire, le CTY. Ce fluorochrome 
se lie de manière covalente aux fonctions amines intracellulaires, et l’intensité de fluorescence 
d’une cellule marquée diminue par deux lors de sa division. Les APC et les LT sont cocultivées 
pendant trois jours en présence d’ovalbumine, à la suite de quoi la prolifération des 
lymphocytes est analysée en observant par cytométrie en flux la dilution du tracer cellulaire 
(Fig. 10A). 

 
Nous avons pu observer une prolifération des lymphocytes à hauteur de 88, 83 et 25%, 

lorsque cocultivés respectivement avec les cDC, les MI et les MA. Les MI étaient donc capables 
d’induire une prolifération aussi efficacement que les cDC, au contraire des MA (Fig. 10B et 
C). 

 
Pour vérifier que cette induction de prolifération était bien dépendante de la présentation 

d’un antigène, nous avons réalisé la même expérience de coculture sans ajouter 
d’ovalbumine. En l’absence d’ovalbumine, l’induction de prolifération était totalement abolie 
(Fig. 10D et E). Nous avons également ajouté un anticorps se liant au, et bloquant le, MHC-II. 
Avec cet anticorps, la prolifération était totalement abolie, au contraire de ce qui a été observé 
dans la culture avec l’isotype contrôle (Fig. 10F et G). Grâce à ces deux expériences, nous avons 
pu affirmer que les MI et cDC sont capables d’induire la prolifération des lymphocytes T CD4+ 
naïfs OTII de manière dépendante de la présentation d’antigène. 

 
Nous avons également évalué la capacité de présentation d’antigène des MI MHC-IIhigh et 

MI MHC-IIlow. Les MI MHC-IIhigh étaient capables d’induire une prolifération plus importante 
que les MI MHC-IIlow, bien que ces derniers soient tout de même capables d’induire une 
prolifération (Fig. 10 H et I). 

 
De ces expériences, nous pouvons conclure que les MI sont capables d’induire une 

prolifération de LT, avec la même efficacité que les cDC, et que celle-ci est dépendante d’une 
présentation d’antigène. Cette capacité est plus élevée chez les MI MHC-IIhigh par rapport aux 
MI MHC-IIlow. 
  



 

56 

 
Figure 11. L’induction ex vivo de lymphocytes T régulateurs Foxp3+ par les MI est dépendante de l’IL-10 et du 
TGFb. A. Plan expérimental. B. Graphes représentatifs de cytométrie en flux montrant l’expression de CD4 et 
Foxp3 dans les LT en coculture avec les cDC, MI ou MA en présence d’OVA. Les inserts montrent le pourcentage 
de cellules Foxp3+ parmi les cellules CD4+. C. Quantification du nombre de LT Foxp3+ dans la coculture montrée 
en B. D. Graphes représentatifs de cytométrie en flux montrant l’expression de CD4 et Foxp3 dans les LT en 
coculture avec les MI avec un anticorps anti-TGFb ou son isotype contrôle. E. Quantification du nombre de LT 
Foxp3+ dans la coculture montrée en D. F. Graphes représentatifs de cytométrie en flux montrant l’expression 
de CD4 et Foxp3 dans les LT en coculture avec les MI avec un anticorps anti-IL-10 ou son isotype contrôle. G. 
Quantification du nombre de LT Foxp3+ dans la coculture montrée en F. H. Graphes représentatifs de cytométrie 
en flux montrant l’expression de CD4 et Foxp3 dans les LT en coculture avec les MI provenant de souris sauvages 
ou IL-10-/-. I. Quantification du nombre de LT Foxp3+ dans la coculture montrée en H. J. Graphes représentatifs 
de cytométrie en flux montrant l’expression de CD4 et Foxp3 dans les LT en coculture avec les MI avec un 
anticorps anti-TGFb et anti-IL-10 ou leurs isotypes contrôles. K. Quantification du nombre de LT Foxp3+ dans la 
coculture montrée en J. L. Graphes représentatifs de cytométrie en flux montrant l’expression de CD4 et Foxp3 
dans les LT en coculture avec les MI en présence ou absence de TGFb recombinant (rTGFb1). M. Quantification 
du nombre de LT Foxp3+ dans la coculture montrée en J. N. Graphes représentatifs de cytométrie en flux 
montrant l’expression de CD4 et Foxp3 dans les LT en coculture avec les cDC en présence ou absence de rTGFb1. 
O. Quantification du nombre de LT Foxp3+ dans la coculture montrée en L. (C-E-G-I-K-M-O) Les données 
représentent la moyenne + /- SD et la mise en commun d’au moins trois expériences indépendantes. Chaque 
valeur individuelle correspond à un réplicat biologique indépendant (n= 9-10 (C) ; n= 3 (E, K, M, O) ; n= 4 (G, I)). 
Les valeurs P ont été calculées avec (C,K) une analyse de variance à une entrée avec un test de Tukey pour les 
comparaisons multiples ou (E,G, I, M, O) un test T de student non pairé bilatéral. **, P < 0.01; ***, P < 0.001; 
****, P<0.0001 ; ns, non significatif.  
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3. Les macrophages interstitiels induisent la différenciation de 
lymphocytes Foxp3+ ex vivo 

 
Les MI étant connus pour leurs capacités immunorégulatrices, nous avons voulu 

déterminer s’ils étaient capables d’induire des lymphocytes T régulateurs Foxp3+. Pour cela, 
nous avons réalisé des expériences de cocultures dans lesquelles les APC ont été mises en 
culture et les lymphocytes T ajoutés le lendemain. L’expression de Foxp3 a été analysée cinq 
jours plus tard (Fig. 11A). Nous avons utilisé une quantification pour représenter les résultats 
de ces cocultures, afin de de tenir compte de la prolifération induite des LT (Fig. 11).  

 
 
Nous avons observé que les MI étaient capables d’induire un plus grand nombre de LT 

Foxp3+ que les cDC ou les MA (Fig. 11B et C). 
 
Au vu de l’importance du TGFb et de l’IL-10 dans la génération des Treg (Chaudhry et al., 

2011; Huber & Schramm, 2006; Murai et al., 2009), nous avons voulu déterminer l’implication 
de ces cytokines dans la génération des Treg par les MI. Avec l’ajout d’un anticorps bloquant 
le TGFb, le nombre de lymphocytes T Foxp3+ a diminué significativement (Fig. 11D et E). Avec 
l’ajout d’un anticorps bloquant l’IL-10, le nombre de Treg induits chutait également de 
manière significative (Fig. 11F et G). Pour confirmer cette dernière expérience, nous avons 
également mis en coculture des MI triés de souris IL-10-/-. Lorsque les MI étaient déficients 
pour la production d’IL-10, le nombre de Treg obtenu après coculture diminuait 
significativement (Fig. 11H et I). Cela souligne l’importance de la production intrinsèque d’IL-
10 par les MI pour la génération de Treg. Lorsque nous avons ajouté à la fois l’anticorps 
bloquant l’IL-10 et celui bloquant le TGFb, nous avons observé une réduction supplémentaire 
du nombre de Treg induits par rapport aux anticorps bloquants isolés (Fig. 11J et K). 

Nous avons également ajouté du TGFb recombinant (rTGFb1) dans la coculture, et avons 
constaté que cela potentialisait la capacité des macrophages à induire des Treg, alors que cela 
n’avait pas d’effet dans les cocultures avec les cDC (Fig. 11L-O). 

 
Ces résultats démontrent que les macrophages interstitiels ont la capacité d’orienter la 

différenciation de lymphocytes T CD4+ naïfs en lymphocytes T régulateurs Foxp3+, et ce via 
des mécanismes dépendants du TGFb et de l’IL-10. 
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Figure 12. Les MI capturent l’OVA in vivo et déclenchent ensuite la prolifération de LT ex vivo. A. Histogrammes 
représentatifs de cytométrie en flux montrant le signal FITC dans les MA, MI, cMO, pMO, cDC1 et cDC2 de souris 
sauvages exposées avec 100µg d’OVA-FITC et 1µg de LPS (bleu) ou du PBS (rouge) par voie intra-trachéale 30min 
avant le sacrifice. B. Quantification du pourcentage de cellules FITC+ dans les MA, MI, cMO, pMO, cDC1 et cDC2 
de souris exposées par voie intra-trachéale avec du PBS ou 100µg d’OVA-FITC et 1µg de LPS 30, 60, 120 et 180 
minutes avant analyse. C. Plan expérimental pour déterminer la proportion des cellules capturant l’OVA-FITC 
pendant le traitement des échantillons. D. Quantification du pourcentage de cDC, MI et MA FITC+ d’origine 
CD45.2 ou CD45.1. E. Plan expérimental pour les figures F et G. F. Histogrammes représentatifs de cytométrie en  
flux montrant les signaux CTY dans les LT en coculture avec les cDC, MI ou MA isolés de souris WT exposées par 
voie intra-trachéale a de l’OVA et LPS (bleu) ou du PBS (rouge) 30min avant le sacrifice. G. Quantification de la 
fraction proliférative des LT en coculture avec les cDC, MI ou MA en D. (B,D,G) Les données représentent la 
moyenne + /- SD et la mise en commun d’au moins deux (B,D) ou trois (G) expériences indépendantes. Chaque 
valeur individuelle correspond à un réplicat biologique indépendant (n=6 (B) ; n= 5 (D) ; n= 3 (G)). Les valeurs P 
ont été calculées avec une analyse de variance à deux entrées avec un test de Sidak pour les comparaisons 
multiples. **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P<0.0001 ; ns, non significatif  
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4. Les macrophages interstitiels capturent l’antigène in vivo et 
induisent la prolifération des lymphocytes T naïfs CD4+ ex vivo 
 
Jusqu'à présent, nous avons déterminé que les MI étaient capables de capturer un 

antigène ex vivo pour le présenter à des lymphocytes T et induire leur prolifération. Nous 
avons ensuite évalué leur capacité à capturer cet antigène in vivo.  

 
Pour cela, nous avons mené une expérience de cinétique, pendant laquelle nous avons 

injecté par voie intra-trachéale de l’ovalbumine couplée au fluorochrome FITC (OVA-FITC) 
à des souris. Nous avons observé par cytométrie en flux la fluorescence FITC des 
différentes populations au cours du temps. Nous avons pu constater que les macrophages 
et DC sont capables de capturer l’OVA-FITC très rapidement et très efficacement, comme 
le montre le pourcentage de cellules FITC+ dans ces populations (Fig. 12A et B).  
 Pour vérifier que la capture de l‘OVA-FITC se passait bien in vivo et non pas pendant le 
processus de digestion, nous avons procédé à une expérience contrôle, dans laquelle les 
poumons de souris CD45.2, injectés avec l’OVA-FITC, ont été hachés avec des poumons de 
souris CD45.1, n’ayant rien reçu. Le broyat provenant de ces deux poumons mixés a été 
ensuite traité normalement. Grâce à cette expérience, nous avons pu ensuite regarder en 
cytométrie en flux si les cellules FITC+ provenaient du poumon CD45.2 injecté ou du 
poumon CD45.1 non injecté (Fig. 12C). Nous avons pu constater que les cellules FITC+ 
provenaient presque exclusivement des poumons CD45.2 qui ont reçu l’OVA-FITC, et donc 
que la capture de l’antigène pendant le traitement des poumons était très minime (Fig. 
12D).  
 
 Nous avons ensuite voulu déterminer si cette capture d’antigène in vivo par les MI était 
suffisante pour induire la prolifération de lymphocytes T ex vivo. Pour tester cela, nous 
avons injecté des souris à l’ovalbumine, récolté les poumons 30 min plus tard pour en trier 
les cDC, MI et MA, et les mettre en culture avec des lymphocytes T CD4+ naïfs OTII comme 
précédemment, sans ajouter d’ovalbumine dans la culture. Nous avons ensuite évalué la 
prolifération des LT (Fig. 12E). Nous avons pu constater que les cDC et les MI ayant capturé 
l’OVA in vivo étaient capables de la présenter aux LT pour induire leur prolifération ex vivo, 
au contraire des MA qui ne présentaient pas l’antigène et au contraire des cDC et des MI 
provenant de souris qui n’ont pas reçu l’antigène (Fig. 12F et G). 
 
 Les MI sont capables de capturer un antigène administré par les voies respiratoires, et 
ce très rapidement et efficacement. Lorsque triés, ils peuvent ensuite induire une 
prolifération de LT ex vivo. 
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Figure 13. Étude des capacités migratrices des MI et des interactions MI-LT CD4+ in vivo. A. Plan expérimental 
pour les panels B et C. B. Nombres absolus de MI, cDC1 et cDC2 dans les ganglions bronchiques 20h après 
injection intra-nasale de 125µg d’OVA-FITC et 1µg de LPS. C. Nombres absolus de MI, cDC1 et cDC2 FITC+ dans 
les ganglions bronchiques 20h après injection intra-nasale de 125µg d’OVA-FITC et 1µg de LPS. D. Plan 
expérimental pour les panels E, F et G. E. Images représentatives de Cx3cr1GFP/MHC-II+ MI et des LT CD4+ dans 
les poumons de souris exposées chroniquement à l’OVA. Les têtes de flèches pleines et vides indiquent les MI 
Cx3cr1GFP/MHC-II+ et les LT CD4, respectivement. F. Quantification des distances séparant les MI du LT le plus 
proche dans les poumons de souris contrôles (PBS) ou asthmatiques (OVA). G. Nombres de paires MI-LT par 
volume en fonction de la distance séparant les MI et les LT. (B, C, F, G) Les données représentent la moyenne 
+ /- SD et la mise en commun d’au moins trois (B, C) expériences indépendantes. Chaque valeur individuelle 
correspond à un réplicat biologique indépendant (n=6-10 (B,C) ; n= 3-4 (F,G). Les valeurs de P ont été calculées 
avec (F) un test de Mann-Whitney ou (B, C, G) une analyse de variance à deux entrées avec un test de Sidak pour 
les comparaisons multiples. ***, P<0.001; ****, P<0.0001 
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5. Les macrophages interstitiels sont au contact de lymphocytes T 
CD4+ in vivo 

 
Nous avons ensuite tenté de savoir si les MI pouvaient rencontrer les lymphocytes in vivo 

et où cette interaction pourrait prendre place.  
 
Nous avons d’abord effectué des expériences pour évaluer la capacité de migration des 

MI. Nous avons administré de l’OVA-FITC et du LPS par voie intra-trachéale et analysé les 
ganglions bronchiques 20 heures plus tard (Fig. 13A). Nous avons observé une augmentation 
du nombre de DC, certaines étant FITC+, dans le ganglion. Nous n’avons pas observé 
d’augmentation du nombre de MI (Fig. 13B et C). Cette expérience suggère que les MI n’ont 
pas la capacité de migrer, en accord avec ce qui a été proposé auparavant (Tang et al., 2022).  

 
Nous avons ensuite réalisé des immunomarquages dans des souris Cx3cr1GFP/GFP mettant 

en évidence les lymphocytes T CD4+, grâce à un anticorps anti-CD4, ainsi que les MI, qui sont 
doublement marqués par un anticorps anti-MHC-II et par un anticorps reconnaissant la GFP. 
Ces souris ont été soumises au préalable à un modèle d’asthme expérimental, consistant en 
l’administration répétée d’OVA par voie intra-trachéale tel que décrit dans la figure 13D. Les 
souris contrôles ont reçu du PBS. 

Nous avons pu observer des cellules CD4+ à proximité des MI dans les poumons de souris 
contrôles et asthmatiques (Fig. 13E). Grâce à un algorithme, nous avons pu mesurer la 
distance entre chaque MI et la cellule CD4+ la plus proche. Nous avons constaté que cette 
distance était diminuée lorsque les souris ont été soumises au modèle d’asthme expérimental 
(Fig. 13F). En particulier, le nombre de paires de cellules CD4+/MI qui étaient en contact direct 
(<10µm) augmentait fortement chez les souris asthmatiques en comparaison aux souris 
contrôles (Fig. 13G).  

 
Ces expériences nous suggèrent que les interactions entre les macrophages interstitiels et 

les lymphocytes CD4+ se passent in vivo dans le poumon et qu’elles sont accentuées dans un 
modèle d’asthme expérimental.  
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Figure 14. L’expression du MHC-II par les souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox avec et sans exposition au tamoxifène, et 
implications dans l’induction de prolifération ex vivo de LT. A. Schéma représentant les modifications 
génétiques dans les souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox . B. Quantification du pourcentage de MI (gauche) et DC (droite) 
MHC-II positives après différents modèles d’administration du tamoxifène. C. Quantification du pourcentage de 
MI et DC MHC-II positives au cours d’un modèle d’asthme expérimental avec deux injections de 100µg de HDM 
à une semaine d‘intervalle, avec administration de tamoxifène aux jours 2 et 5. D. Histogrammes représentatifs 
du phénotypage par cytométrie en flux du MHC-II dans les MA, MI, cMo, pMo, cDC1, cDC2 et MC dans les souris 
Cx3cr1CreERT2/+H2ab1lox (bleu) ou contrôles Cx3cr1+/+H2ab1lox (rouge) et quantification de la moyenne 
géométrique. E. Plan expérimental pour les panels F et G. F. Histogrammes représentatifs de cytométrie en flux 
montrant les signaux CTY dans les LT en coculture avec les cDC, MI ou MA isolés de souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox  
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6. Les souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox, en absence de tamoxifène, ont 
des MI qui expriment moins de MHC-II 

 
Afin de déterminer l’importance de la présentation antigénique par les MI dans divers 

modèles de maladies in vivo, nous nous sommes attelés à générer une souris génétiquement 
modifiée dont les MI n’exprimaient pas le MHC-II. Pour pouvoir tirer les bonnes conclusions 
de nos expériences, il était indispensable que le MHC-II des DC reste, lui, intact. 

 
Le système Cre/lox est fréquemment utilisé pour cibler un type cellulaire spécifique. Les 

souris sont génétiquement modifiées de telle sorte que le gène de la Cre-recombinase (Cre) 
soit sous la régulation d’un promoteur spécifique de la cellule cible afin d’assurer une 
spécificité. Le gène que l’on veut déléter, ou une portion codante de ce gène, est lui encadré 
de sites loxP. Lorsqu’elle est exprimée, la Cre reconnaît les deux sites loxP et excise toute la 
portion entre ces deux sites. Parfois, la Cre est fusionnée à un domaine de liaison du ligand 
(LBD) du récepteur humain à l’œstrogène (ER). Ce type de Cre est appelée Cre inductible 
(CreER) car elle n’est active et ne se transloque au niveau du noyau que lors d’une injection 
de tamoxifène (TAM), un ligand du LBD (Metzger et al., 1995).  

Dans la lignée de souris transgénique que nous avons générée, nous avons utilisé la CreER 

sous la dépendance du promoteur Cx3cr1, tandis que l’exon 1 du gène H2-ab1 a été encadré 
de sites loxP (Fig. 14A). De cette manière, les cellules exprimant Cx3cr1 expriment une Cre qui 
est séquestrée dans le cytoplasme de la cellule. Après injection de TAM, elle peut entrer dans 
le noyau et y exercer son action : elle élimine l’exon 1 du gène H2-ab1 compris entre les sites 
loxP (Kristianto et al., 2017). Cx3cr1 est un gène exprimé par les macrophages pulmonaires et 
du cerveau, ainsi que minoritairement par les lymphocytes T et une petite population de DC 
(Lee et al., 2018). Ce système doit donc permettre théoriquement de supprimer l’expression 
du MHC-II par les MI pulmonaire de manière relativement spécifique. 

 
Nous avons testé plusieurs protocoles d’administration de TAM, à doses et fréquences 

variables et avons évalué l’expression de MHC-II par les MI et par les DC. Nous avons utilisé 
des injections d’huile (le solvant dans lequel est dissout le TAM) comme contrôle. Nous avons 
constaté que tous les régimes de traitement de tamoxifène parvenaient à éliminer presque 
totalement l’expression de MHC-II par les MI. Cependant, avec les régimes aux doses les plus 
fortes, comme le traitement n°6 (deux doses de 5mg), ou avec les régimes aux doses 
fréquentes, comme le traitement n°2 (1mg tous les jours pendant 8 jours), l’expression du 
MHC-II sur les DC était fortement impacté. Nous avons donc sélectionné un traitement léger, 
le n°4, qui consistait en l’injection par voie intra péritonéale de 1mg de TAM aux jours 1 et 3. 
Celui-ci semblait être efficace pour éliminer l’expression du MHC-II sur les MI tout en laissant 
son expression par les DC intacte (Fig. 14B).  

Nous avons suivi l’expression du MHC-II sur les DC et les MI pendant ce traitement au TAM 
au cours d’un modèle d’asthme expérimental court. Celui-ci consistait en l’administration par  
 
(bleu) ou contrôles (rouge) exposées par voie intra-trachéale à de l’OVA et du LPS 30min avant le sacrifice. G. 
Quantification de la fraction proliférative des LT en coculture avec les cDC, MI ou MA en D. (B) Chaque valeur 
individuelle correspond à un réplicat biologique indépendant (n=2-5) (D,G) Les données représentent la 
moyenne + /- SD et la mise en commun de trois expériences indépendantes. Chaque valeur individuelle 
correspond à un réplicat biologique indépendant (n= 9-21 (D) ; n= 3 (G)). Les valeurs P ont été calculées avec un 
test de Mann-Withney (D) ou une analyse de variance à deux entrées avec un test de Sidak pour les comparaisons 
multiples (G). ****, P<0.0001 ; ns, non significatif  
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voie intra-trachéale de 100 µg d’HDM aux jours 0 et 7, auquel nous avons ajouté 
l’administration de TAM aux jours 2 et 5. Nous avons phénotypé les MI et DC pour l’expression 
du MHC-II au jours 0, 6, 7, 8 et 9, et nous avons constaté que bien que l’expression du MHC-II 
sur les DC restait stable après ce protocole de TAM sans autre stimulation, lorsque les souris 
ont été soumises à un modèle d’asthme, les DC ont perdu l’expression du MHC-II (Fig. 14C). 

 
Au cours de ces expériences, nous avons remarqué que les MI de souris 

Cx3cr1CreERT2/+H2ab1lox, mais pas les DC, exprimaient de faibles niveaux de MHC-II, même sans 
traitement tamoxifène. En effet, à l‘état basal, environ 60% des MI n’exprimaient plus de 
MHC-II, et la moyenne géométrique pour le MHC-II de la population globale de MI chutait 
considérablement (Fig. 14D). Nous avons donc décidé d’utiliser ces souris sans leur 
administrer de traitement TAM, préférant un système moins sensible mais plus spécifique, 
dans lequel les DC n’étaient pas impactées.  

Nous avons ensuite trié les DC, MI et MA de souris Cx3cr1CreERT2/+H2ab1lox, ou de contrôles 
Cx3cr1+/+H2ab1lox et nous les avons utilisées dans nos systèmes de coculture décrits plus haut 
(Fig. 14E). Nous avons observé que les MI provenant de souris Cx3cr1CreERT2/+H2ab1lox, et donc 
partiellement déficients en MHC-II, induisaient significativement moins de prolifération chez 
les lymphocytes T CD4+ naïfs que les MI provenant de souris contrôles (Fig. 14F-G).  
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Figure 15. Modèle d’asthme expérimental à l’ovalbumine chez les souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox . A. Plan 
expérimental. B. Nombre de cellules totales, macrophages, lymphocytes, éosinophiles et neutrophiles dans le 
liquide de lavage broncho-alvéolaire de souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox  ou contrôles ayant subi un modèle d’asthme 
expérimental à l’OVA ou du PBS. C. Nombre de cellules Tbet, Gata3, Rorgt, Foxp3, IFNG, IL4, IL-17 ou IL-10 
positives dans les poumons de souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox  ou contrôles ayant subi un modèle d’asthme 
expérimental à l’OVA ou du PBS. (B,C) Les données représentent la moyenne + /- SD. Chaque valeur individuelle 
correspond à un réplicat biologique indépendant (n=2-5). Les valeurs P ont été calculées avec (B) une analyse de 
variance à deux entrées avec un test de Sidak pour les comparaisons multiples ou un test de Mann-Withney (C). 
*, P < 0.05 ; **, P < 0.01; ***, P < 0.001 ; ns, non significatif 
 
 
 
 
 
  

Souris
Cx3cr1CreERT2/+

H2ab1lox

Jour 0 7
A

2019181716

SacrificeAdministration i.t. 
d’OVA 100 µg/50 µL

ou PBS

Administration i.t. 
d’OVA 25 µg/50 µL

ou PBS
B

Totales
Macrophages
Lymphocytes
Eosinophiles
Neutrophiles

Cx3cr1
+/+  H2ab1lox 

OVA

Cx3cr1
CreERT2/+  H2ab1lox 

OVA
Cx3cr1

+/+  H2ab1lox 

PBS

Cx3cr1
CreERT2/+ H2ab1lox 

PBS

0

500

1000

1500

N
om

br
e 

de
 c

el
lu

le
s 

(x
10

3 )

C

N
om

br
e 

de
 c

el
lu

le
s 

(x
10

6 )

0

2

4

6

8
Foxp3+

0
1
2
3
4
5

Gata3+

0

2

4

6
Rorɣt+

0

2

4

6

8
Tbet+

N
om

br
e 

de
 c

el
lu

le
s 

(x
10

6 )

IFNɣ+

0

0,5

1

1,5

0

1

2

3

4
IL4+ IL10+

0

2

4

6

8

0
1
2
3
4
5

IL17+

Cx3cr1+/+  H2ab1lox OVA
Cx3cr1CreERT2/+  H2ab1lox OVA
Cx3cr1+/+  H2ab1lox PBS
Cx3cr1CreERT2/+ H2ab1lox PBS

ns ns ns ns

nsnsnsns

***
***

***



 

66 

7. Les souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox montrent des réponses 
similaires aux contrôles dans un modèle d’asthme expérimental  

 
Afin de déterminer l’importance de la délétion du MHC-II sur une partie des MI, nous 

avons soumis les souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox  à un modèle d’asthme expérimental. Celui-ci 
consistait en l’injection de deux doses de 100g d’ovalbumine séparées d’une semaine, puis, 9 
jours plus tard, de l’injection de 25µg pendant quatre jours consécutifs. Les administrations 
se faisaient par voie intra-trachéale et les souris étaient sacrifiées le lendemain de la dernière 
injection. Nous avons utilisé des souris Cx3cr1creERT2/+ H2ab1lox ou des contrôles Cx3cr1+/+ 

H2ab1lox issus de la même portée, ainsi que des injections de PBS plutôt que d’ovalbumine à 
titre de contrôle (Fig. 15A).  
 

Nous avons réalisé un lavage broncho-alvéolaire sur ces souris afin de quantifier les 
différentes populations cellulaires présentes dans la lumière des voies aériennes : les 
macrophages, lymphocytes, éosinophiles, et neutrophiles. Nous avons observé qu’après 
injection d’ovalbumine, le nombre total de cellules dans le liquide de lavage broncho-
alvéolaire augmentait, et en particulier le nombre de macrophages et d’éosinophiles. Ces 
derniers sont la signature d’un asthme éosinophilique. Cependant, bien que la différence soit 
bien marquée entre les souris injectées avec de l’ovalbumine ou du PBS, il ne semblait pas y 
avoir de différence majeure entre les souris Cx3cr1creERT2/+ H2ab1lox et Cx3cr1+/+ H2ab1lox (Fig. 
15B). 
 

Afin de voir si cette délétion a eu un impact sur la différenciation des lymphocytes T dans 
ce modèle, nous avons phénotypé les différentes populations de lymphocytes T CD4+ dans le 
poumon en utilisant un marquage en cytométrie en flux. Les Th1 sont identifiés par 
l’expression de Tbet et d’IFNg, les Th2 par l’expression de Gata3 et d’IL4, les Th17 par 
l’expression de Rorgt et d’IL-17 et les Treg par l’expression de Foxp3 et d’IL-10. Nous n’avons 
pas observé de différence dans les nombre de sous-types de lymphocytes T induits entre les 
souris Cx3cr1creERT2/+ H2ab1lox et Cx3cr1+/+ H2ab1lox (Fig. 15C).  

 
Dans le modèle d’asthme expérimental induit ici, nous n’avons pas observé de différences 

entre les souris Cx3cr1creERT2/+ H2ab1lox et Cx3cr1+/+ H2ab1lox, que ce soit au niveau de 
l’éosinophilie dans le BAL ou dans l’orientation des réponses T pulmonaires.  
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Conclusion 
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 Dans cette étude, nous avons procédé à l’étude systématique des capacités de 
présentations d’antigène par les MI.  
 

Les analyses de données de scRNAseq précédemment obtenues nous indiquent que 
les macrophages interstitiels possèdent la machinerie adéquate pour présenter des antigènes 
via le MHC-II, et nous avons confirmé cette forte expression du MHC-II par cytométrie en flux. 
 

Dans des expériences de coculture de MI, MA ou DC avec des lymphocytes T CD4+ naïfs, 
nous avons observé que les MI sont capables d’induire une prolifération de LT dépendante 
d’une présentation d’antigène. Cette capacité est semblable à celle des cDC et plus élevée 
chez les MI MHC-IIhigh par rapport aux MI MHC-IIlow. 
 Dans ces cocultures, les MI ont la capacité d’orienter la différenciation de lymphocytes 
T CD4+ naïfs en lymphocytes T régulateurs Foxp3+. Ceci implique des mécanismes dépendants 
du TGFb et de l’IL-10. 
 

Nous avons ensuite établi in vivo que les MI sont capables de capturer un antigène 
administré par les voies respiratoires, de manière très rapide et efficace. Lorsque triés, ils 
peuvent ensuite induire une prolifération de LT ex vivo. 
 Grâce à des techniques d’imagerie confocale, nous avons pu visualiser les interactions 
entre les macrophages interstitiels et les lymphocytes CD4+ in vivo dans le poumon et nous 
avons remarqué que celles-ci sont accentuées dans un modèle d’asthme expérimental.  
 

Nous avons généré les souris génétiquement modifiées Cx3cr1CreERT2/+H2ab1lox afin de 
déterminer in vivo l’importance de la présentation d’antigène par les MI. Nous avons décidé 
d’utiliser ces souris sans le traitement au tamoxifène initialement prévu, car celui-ci affecte 
non seulement l’expression du MHC-II par les MI mais également par les DC.  

Lorsqu’utilisées dans les expériences de cocultures, les MI provenant de souris 
Cx3cr1CreERT2/+H2ab1lox induisaient significativement moins de prolifération chez des 
lymphocytes T CD4+ naïfs que les MI provenant de souris contrôles. 

Après un modèle d’asthme expérimental, nous n’avons pas relevé de différences au niveau 
de l’éosinophilie dans le BAL ou dans l’orientation des réponses T pulmonaires entre les souris 
Cx3cr1creERT2/+ H2ab1lox et Cx3cr1+/+ H2ab1lox.  
 

Ces expériences démontrent que les MI sont capables de capturer un antigène in vivo, et 
d’induire une prolifération de lymphocyte T subséquente in vitro. La différenciation de ces 
lymphocytes T est orientée vers un phénotype de Treg.  

Bien que nous n’ayons pas mis en évidence d’impact de la délétion du MHC-II sur les MI 
dans le modèle testé ici, cette étude souligne une capacité des MI jusque-là inconnue, et qui 
pourrait se révéler importante dans d’autres contextes de maladies.  

Ce travail remet également au jour le questionnement sur l’impact de la présentation 
d’antigène par les macrophages, souvent sous-estimée au regard de l’importance de la 
présentation d’antigène par les cellules dendritiques.  
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 Dans ce travail, nous avons mis en évidence une fonctionnalité propre des 
macrophages interstitiels, qu’ils ne partagent pas avec les autres APC pulmonaires. En effet, 
ils sont capables de capturer et de présenter un antigène soluble à un LT et d’induire sa 
prolifération et son orientation vers un phénotype de Treg. Cette fonction est dépendante du 
TGFb et de l’IL-10. Nous avons pu mettre en évidence que des interactions entre MI et LT CD4+ 
existent in vivo et qu’elles sont potentialisées dans la phase effectrice d’un modèle d’asthme 
allergique. Nous avons généré des souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox, qui permettent l’étude de 
l’impact d’une déficience de cette présentation d’antigène par les MI, et les avons validées ex 
vivo : les MI triés de ces souris Cx3cr1cre /+ H2ab1lox n’induisent pas une prolifération aussi forte 
que les MI triés de souris contrôles Cx3cr1+ /+ H2ab1lox. Nous n’avons par contre pas observé 
d’impact de cette déficience dans les modèles d’asthme expérimentaux réalisés in vivo, ni sur 
les populations présentes dans le BAL, ni dans les populations de LT induites. 
 

L’étude de la fonction des MI s’est historiquement concentrée sur leurs fonctions 
innées. Ils sont capables d’inhiber l’activation et la migration des DC, grâce à leur production 
d’IL-10, et d’empêcher des réponses immunes aberrantes de type Th2 (Bedoret et al., 2009; 
Gong et al., 1994). Par la suite, grâce à des analyses transcriptomiques, des études ont suggéré 
que les MI sont potentiellement capables de présenter des antigènes (Chakarov et al., 2019; 
Schyns et al., 2019), ce que nous avons démontré dans ce travail. Les MI n’ayant pas de 
capacité migratoire, notre travail suggère une dichotomie dans le déclenchement de la 
réponse immunitaire adaptative. Les DC capturent l’antigène dans le tissu et migrent jusqu’au 
ganglion drainant pour y déclencher une réponse (Bosteels et al., 2020), tandis que les MI 
capturent et présentent l’antigène sur place, pouvant ainsi servir de régulateurs locaux de la 
réponse immunitaire adaptative, comme suggéré pour les DC et les macrophages dans 
l’intestin (Denning et al., 2007; Farache et al., 2013; Hadis et al., 2011; Murai et al., 2009).  

Cependant, la probabilité pour qu’un MI ayant capturé un antigène, lors d’une 
première stimulation antigénique, rencontre un lymphocyte T CD4+ naïf spécifique dans le 
tissu-même est faible. Nous avançons donc plusieurs hypothèses. La première est que le rôle 
des MI et de leur présentation d’antigène pourrait être prédominante dans le cadre d’une 
seconde rencontre avec l’antigène, pour restimuler l’immunité adaptative localement. Dans 
ce cadre, ils pourraient rencontrer des LT mémoires présents au sein du tissu, à savoir les TRM 
(Hondowicz et al., 2016; Schenkel & Masopust, 2014). Deuxièmement, ces rencontres 
pourraient se passer dans des structures spécialisées au sein du tissu, les induced bronchus-
associated lymphoid tissue (iBALT), par exemple, qui sont des structures lymphoïdes 
secondaires pouvant s’organiser en centre germinatif comme dans le ganglion (Hwang et al., 
2020). La présence des MI dans ces structures reste cependant à démontrer.  
 

Bien que les capacités de phagocytose des macrophages soient établies depuis 
longtemps (Underhill et al., 1999), celles des MI n’ont été que récemment investiguées. Ils 
sont capables de phagocyter un corps étranger provenant de la circulation ou des voies 
aériennes, les MI CD206- étant plus efficaces que les CD206+ dans ce contexte (Gibbings et al., 
2017; Schyns et al., 2019). Une étude a même montré que les MI sont plus efficaces dans ce 
rôle que les DC (Hoffmann et al., 2016). Dernièrement, Tang et al ont étudié des MI 
CD11c+Cx3cr1highMHC-IIhi, qu’ils appellent BAM, du point de vue de leur localisation, de leur 
capacité de phagocytose et de migration mais également de leur capacité à stimuler la 
prolifération de lymphocytes T. Au vu de la convergence de nos résultats avec les 
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caractéristiques avancées par ce papier, nous pouvons émettre l’hypothèse que les BAM 
représentent une sous-population de MI, identifiés par leur localisation (Tang et al., 2022). 
 

Lors de nos expériences sur l’orientation des LT après coculture avec des APC, nous y 
avons ajouté du rTGFb1, afin de déterminer si cela aidait à la différenciation des LT en Treg 
(Fig. 11 L-0). Bien que ce soit le cas dans les cocultures avec les MI, la différenciation en Treg 
n’est pas augmentée dans les cocultures avec les DC supplémentées en rTGFb1. Cela laisse 
supposer que les MI possèdent un facteur propre qui est nécessaire à la différenciation des LT 
en Treg. Les expériences avec des anticorps neutralisant l’IL-10 et le TGFb montrent que ces 
deux cytokines ont un effet potentialisateur : le nombre de Treg induit est plus faible lorsque 
les deux anticorps neutralisants sont combinés que lorsqu’ils sont utilisés séparément (Fig. 11 
J et K). Cette expérience nous amène à penser que le facteur nécessaire que possèdent les MI 
et pas les DC pour l’augmentation considérable de la différentiation en Treg suite à la 
supplémentation en rTGFb1 est la production d’IL-10. Cette hypothèse est supportée par 
plusieurs données de la littérature, qui montrent que l’IL-10 est nécessaire pour la fonction et 
la persistance des Treg chez la souris (Chaudhry et al., 2011; Murai et al., 2009) et leur 
expansion chez l’homme (Hsu et al., 2015). Pour tester cette hypothèse, nous pourrions 
supplémenter les cocultures DC : LT + rTGFb1 en IL-10 et évaluer la génération de LT Foxp3+, 
pour voir si la quantité générée est comparable aux cocultures MI : LT + rTGFb1. 
 
 Nous nous sommes concentrés ici sur la présentation d’antigène par les MI en 
conditions normales. Lorsque l’homéostasie est rompue et qu’une inflammation prend place, 
des monocytes sont recrutés dans le poumon. Ceux-ci se différencient en macrophages et ces 
macrophages dérivés de monocytes expriment également le MHC-II (Aegerter et al., 2022; 
Sabatel et al., 2017; Schyns et al., 2019). A l’heure actuelle, nous manquons d’outils nous 
permettant de différencier les macrophages dérives de monocytes lors d’une inflammation 
des MI résidents en contexte homéostasique. Dans le futur, un tel outil serait primordial afin 
de discriminer in vivo l’impact de la présentation d’antigène par ces deux types cellulaires sur 
l’immunité adaptative établie lors de l’inflammation.  
 

Nous avons construit les souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox  dans le but de bénéficier d’un 
système inductible, dans lequel nous pouvions supprimer l’expression du MHC-II par les MI au 
moment voulu grâce à l’administration de tamoxifène. Cependant, nous avons observé que 
les DC perdaient également l’expression du MHC-II. Nous avons essayé plusieurs régimes de 
traitement, mais même aux doses où le niveau de MHC-II restait stable sur les DC après 
traitement à l’état basal, l’expression chutaient lorsque l’asthme était induit 
expérimentalement. Nous avons également essayé d’appliquer une période de sevrage après 
le traitement au tamoxifène (McCubbrey et al., 2017), mais bien que cela suffise pour que les 
DC récupèrent le niveau d’expression du MHC-II, celui-ci revenait également à un niveau basal 
sur les MI (données non présentées). Durant ces expériences, nous avons également 
remarqué que, sans tamoxifène, environ 60% des MI perdaient l’expression du MHC-II (Fig. 14 
A-D). 

Ces problématiques sont probablement au moins partiellement expliquées par 
l’hypersensibilité à la recombinaison du locus du gène I-Ab, qui est connu pour être délété, 
dans certains cas, également dans les cellules n’exprimant pas la Cre (Becher et al., 2019). Un 
phénomène de leakage (littéralement « fuite ») de la Cre pourrait également contribuer aux 
problématiques observées : si la Cre exprimée dans les MI n’est pas totalement restreinte au 
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cytoplasme en l’absence de tamoxifène, celle-ci pourrait pénétrer dans le noyau et y déléter 
le locus du gène H2ab-1 compris entre les sites lox.  

Nous avons donc décidé d’utiliser ces souris sans induction au tamoxifène, préférant 
un système moins sensible mais plus spécifique. La validité de notre modèle murin a été 
vérifiée en analysant l’induction de prolifération ex vivo de LT avec des MI triés de souris 
Cx3cr1cre /+ H2ab1lox ou de souris contrôles Cx3cr1+ /+ H2ab1lox. Les MI partiellement délétés en 
MHC-II étaient moins capables d’induire la prolifération de LT (Fig. 14F,G). 

 
Nous avons ensuite soumis ces souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox à des modèles d’asthme 

expérimentaux à l’ovalbumine (Fig. 15) ou au HDM (non présentés). Ces modèles n’ont pas 
montré d’effet de la délétion du MHC-II sur les MI : nous n’observons pas de différence dans 
les différentes populations de LT induites ni dans la sévérité de l’asthme engendrée 
(éosinophilie dans le BAL). La première hypothèse pour expliquer ces résultats est que la 
délétion du MHC-II sur une partie des MI ne serait pas suffisante pour induire un effet ; la 
présentation de l’antigène par les MI fonctionnels restants suffirait à maintenir la fonction de 
cette population. Pour résoudre ce problème, il faudrait générer une autre souris 
génétiquement modifiée, qui cible spécifiquement tous les MI.  

La lignée de souris Tmem119Cre Cx3cr1-LSL-DTR a montré son efficacité pour dépléter 
spécifiquement les MI (Vanneste et al., 2023). Nous pourrions utiliser la même combinaison 
de gènes pour cibler les MI dans nos propres expériences. Plutôt que cibler spécifiquement le 
gène MHC-II, ce qui n’est pas très fiable au vu de son hypersensibilité à la recombinaison, nous 
pourrions cibler une autre protéine essentielle à la machinerie du MHC-II. Par exemple, la 
protéine H2-M, qui catalyse l’échange du fragment CLIP avec le peptide antigénique sur le 
MHC-II. Ainsi, il serait envisageable de construire une souris Tmem119Cre Cx3cr1-LSL-FLP H2-MFRT. 
Le système FLP/FRT est comparable au système Cre-lox : la flippase FLP reconnaît des sites 
FRT. Ce système doublement conditionnel nous permettrait d’éliminer le chargement du 
peptide antigénique sur les MHC-II dans les MI. 

Nous pourrions également imaginer un autre système, plus simple : une souris 
Cx3cr1creERT2 NFAT5lox. NFAT5 est un facteur de transcription qui, dans les macrophages, régule 
l’expression de Ciita, co-activateur de la transcription du MHC-II. Les macrophages déficients 
en NFAT5 ont moins de MHC-II, et ne parviennent pas à induire une stimulation des LT aussi 
efficace, ce qui améliore la survie dans un modèle de greffe de peau. Cependant, ce modèle 
semble également peu sensible, car le MHC-II n’est pas éliminé totalement de tous les 
macrophages. Il conviendrait également de vérifier que NFAT5 n’est pas essentiel à la 
régulation d’autres gènes, potentiellement nécessaires au développement normal de la souris 
(Buxadé et al., 2018). 

 
La deuxième hypothèse est que le modèle d’asthme utilisé n’est pas optimal pour 

révéler la fonction de présentation des MI in vivo. Il serait envisageable d’essayer d’autres 
modèles. Comme suggéré plus haut, si le rôle de présentation des MI est primordial lors d’une 
seconde rencontre avec le même pathogène, nous pourrions réaliser des modèles plus longs, 
pour voir l’importance des MI lors de la seconde vague d’exposition. Cependant, pour que ce 
plan expérimental soit optimal, il serait idéal d’avoir un système inductible pour pouvoir 
induire la déplétion des MI en MHC-II entre les deux expositions.  
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Figure 16. L’expression du MHC-II selon le sexe dans les souris Cx3cr1creERT2 H2ab1lox et implication dans les 
cocultures. A. Phénotypage du MHC-II dans les souris Cx3cr1CreERT2 H2ab1lox. Mâles (M), Femelles (F) B. 
Quantification de la fraction proliférative des LT en coculture avec les MI et cDC, réparties selon le sexe. C. 
Quantification du nombre de LT Foxp3+ dans la coculture avec les MI ou cDC, réparties selon le sexe. (A-C) Les 
données représentent la moyenne + /- SD et la mise en commun d’au moins deux expériences indépendantes. 
Chaque valeur individuelle correspond à un réplicat biologique indépendant (n= 2-9 (A) ; n= 4-8 (B) ; n= 4-6 (C)). 
Les valeurs P ont été calculées avec un test de Mann-Withney. *, P<0.05; ****, P<0.0001 
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La troisième hypothèse serait que la présentation d’antigène par les MI n’a que peu 
d’impact sur l’orientation de la réponse immunitaire in vivo.  

 
 Il est intéressant de rapporter que lors de la réalisation de ces modèles d’asthme 
expérimentaux, nous avons été confrontés à des problèmes de variabilité élevée dans nos 
modèles. Nous avons observé que cette variabilité provenait en partie du sexe des souris 
utilisées, les mâles ne se comportant pas de la même manière que les femelles, 
malheureusement de manière peu consistante et reproductible. Nous avons néanmoins 
poussé notre analyse plus loin, et avons remarqué une différence d’expression du MHC-II sur 
les MI, mais pas sur les DC, entre les sexes des souris contrôles Cx3cr1+/+ H2ab1lox. En effet, les 
MI de femelles portent plus de molécules de MHC-II que les MI de mâles (Fig. 16A). En ré-
analysant les cocultures avec une dichotomisation entre les sexes, nous avons également 
remarqué que cette différence d’expression avait un impact sur l’induction de Treg (Fig. 16C) 
mais pas sur l’induction de la prolifération (Fig. 16B).  
 

Les différences immunitaires inter-sexes sont connues chez l’humain : les femmes ont 
une immunité innée et adaptative plus forte. Elles répondent mieux aux vaccins et ont moins 
d’infections, mais font également plus de maladies auto-immunes (Klein & Flanagan, 2016). 
Les hormones sexuelles ont un impact sur plusieurs volets de l’immunité. Le nombre et la 
fonction des macrophages sont impactés par ces hormones. Chez la souris, les œstrogènes 
augmentent les capacités phagocytaires des macrophages, et les macrophages des femelles 
expriment plus fortement le TRL2, TLR3 et TLR4 ; bien que les macrophages mâles répondent 
mieux aux ligands du TLR4. Les APC des femelles sont plus efficaces car elles expriment de plus 
hautes quantités de MHC-II et de molécules de co-stimulation (Jaillon et al., 2019; L. Miller & 
Hunt, 1996). 

Ces propriétés contribuent à la différence de sévérité de l’asthme observée entre les 
individus de sexe masculin et féminin. En effet, chez l’humain, la prévalence et la sévérité de 
l’asthme sont plus importantes chez la femme (Delmas et al., 2021). Chez ces dernières, les 
œstrogènes polarisent les macrophages vers un type « M2 » (Becerra-Díaz et al., 2018; 
Keselman et al., 2017). Le nombre de M2 corrèle avec la sévérité de l’asthme. Un traitement 
aux androgènes, mis en évidence pour leurs qualités immunosuppressives, a été testé 
expérimentalement et fonctionne chez 88% des femmes (Becerra-Díaz et al., 2018). Chez la 
souris, dans un modèle d’asthme expérimental, les femelles ont des plus hauts taux d’IgE et 
plus d’éosinophiles, ainsi que de plus grands nombres de LT effecteurs dans le poumon. 
L’administration de macrophages « M2 » dans le poumon de mâles avant induction de 
l’asthme récapitule les effets observés chez les femelles (Melgert et al., 2010). 

Ces observations sur la différence de comportement des cellules immunitaires selon le 
sexe sont à prendre en compte lors du design d’expériences. En effet, les expériences réalisées 
sur souris le sont souvent sur des femelles. Il faut donc être prudent quant à l’extrapolation 
de ces résultats sur les deux sexes. 

Ces études portées sur l’influence des hormones sexuelles sur les macrophages et leur 
implication dans l’asthme ne font généralement pas la distinction entre les MA et les MI, et 
utilisent la dichotomisation M1/M2. Afin d’évaluer l’impact des hormones sexuelles sur les MI 
et leur présentation d’antigène, et l’implication de ces mécanismes dans des modèles 
d’asthme expérimentaux, plusieurs expériences seraient envisageables.  

Premièrement, nous pourrions phénotyper les récepteurs aux hormones sexuelles sur 
les MI. Ensuite, nous pourrions quantifier l’expression du MHC-II sur les MI dans des souris 
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mâles castrés ou des femelles ovariectomisées, afin de déterminer l’importance des 
hormones androgéniques ou œstrogéniques dans l’expression du MHC-II.  

Pour évaluer l’influence des hormones sexuelles sur les MI et sur leur comportement 
dans un modèle d’asthme expérimental, nous pourrions utiliser des souris génétiquement 
modifiées dans lesquelles l’expression des récepteurs aux hormones sexuelles ER et AR 
(récepteur aux androgènes) est supprimée spécifiquement sur les MI.  
 
 Le travail présenté ici révèle une fonction nouvelle des MI dans leur communication 
avec les LT. La signification biologique de cette interaction reste à démonter in vivo. Le 
développement de nouveaux outils transgéniques permettant la suppression de la 
présentation antigénique chez les MI spécifiquement, ou la mise en place d’autres modèles 
de maladies serait idéal pour continuer notre investigation. Ces études permettraient de 
mieux comprendre la mise en place de la réponse immunitaire, et spécifiquement la 
communication entre les systèmes immunitaires innés et adaptatifs, dans différentes 
maladies pulmonaires.  
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