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I. Cellules dendritiques 

1. Généralités 

 

Le système immunitaire est composé d’un nombre important de cellules 

responsables de la réponse innée et adaptative. 

Les cellules du système inné sont équipées pour agir rapidement suite à la détection 

de molécules associées aux pathogènes à travers des récepteurs spécifiques, alors que 

l'immunité adaptative génère une protection spécifique de l'antigène qui prend plus 

de temps à se développer mais qui est dotée d'une composante mémoire lui 

permettant ainsi d’être effective sur le long terme. 

Depuis la découverte de cellules dendritiques (DCs) par Ralph Steimman et 

Zanvil Cohn dans les années 1970 (Steinman and Cohn 1973, 1974), il est admis que les 

réponses innée et adaptative sont coordonnées.  Il a ainsi été vraiment compris de 

manière conceptuelle la fonctionnalité du système immunitaire comme une unité 

cohérente. Dans un premier temps, les DCs vont détecter les pathogènes ou molécules 

endogènes liés au dommage tissulaire par les « Pattern recognition receptors » (PRR). 

Ensuite, elles vont présenter ces agents au système adaptatif qui développe une 

réponse spécifique à l’antigène. Les DCs sont dotées donc, de tout un système capable 

d’endocyter et dégrader partiellement les agents pathogènes ou protéines dérivées 

pour permettre leur présentation aux lymphocytes T qui ensuite prennent en charge 

cette réponse spécifique à l’antigène. 

Les DCs sont donc considérées comme étant les sentinelles du système 

immunitaire capables de détecter les pathogènes dans l’organisme et connecter le 

système inné au système adaptatif pour une réponse immunitaire efficace et 

cohérente. 

Les DCs sont également chargées de maintenir la tolérance immunitaire au 

niveau centrale et périphérique. A état d’équilibre, dans le thymus les DCs rencontrent 

des auto-antigènes en continu et les présentent aux cellules T pour la sélection de 

celles qui ne sont pas réactives. Cependant, certains lymphocytes autoréactifs 

échappent à cette sélection centrale et d’autres mécanismes impliquant les DCs sont 

mis en place en  périphérie afin d’empêcher une réponse immunitaire non justifiée. 
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Ces généralités seront décrites plus en détail tout au long de cette introduction. 

 

2. Sous-types de DCs chez la souris 

2.1 Cellules dendritiques conventionnelles (cDCs) 

 

Les cellules dendritiques conventionnelles (cDCs) constituent une petite partie 

du système hématopoïétique localisé dans les tissus lymphoïdes ou non lymphoïdes 

(Merad et al. 2013a). Ces cellules ont la capacité de détecter les dommages cellulaires, 

de phagocyter des antigènes associés à l’environnement et/ou aux cellules pour les 

présenter ensuite aux lymphocytes T. Les cDCs ont la capacité également de migrer 

lorsqu’elles sont chargées d’antigènes tissulaires vers les zones des cellules T dans les 

ganglions lymphatiques pour y effectuer la présentation antigénique. Grâce à ces 

processus, les cDCs induisent l’immunité contre les antigènes étrangers qui 

envahissent les tissus. 

Les cDCs expriment de façon constitutive les marqueurs hématopoïétiques 

CD45, CMH-II (complexe majeur d'histocompatibilité de classe II) et CD11c. Elles 

expriment le récepteur de la tyrosine kinase « Fms-like tyrosine kinase » (Flt3 ou 

CD135) ce que permet de les discerner des macrophages (Merad et al. 2013a) (Figure 

1). 

Le rôle des cDCs en tant que sentinelles leur impose de détecter et de répondre 

de façon constante aux stimuli environnementaux à travers des changements 

phénotypiques. La classification des cDCs est basée sur la spécificité tissulaire, le 

développement hématopoïétique et leur spécialisation fonctionnelle, et elle ne 

considère pas la plasticité phénotypique. Quatre sous-types de cDCs ont été identifiés 

d’après leur ontogenèse et leur fonctionnalité (tableau 1).  

 

2.1.1 Cellules dendritiques résidentes dans les tissus non lymphoïdes 

 

Les cDCs constituent 1-5% des cellules des tissus (Merad et al. 2013a). Deux 

sous-types ont été identifiés principalement: 
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a. Cellules dendritiques CD103+CD11b- 

 

Les cDCs CD103+ constituent 20-30% des cDCs totales. La plupart de ces cellules 

sont présentes dans les tissus conjonctifs comme la peau, le poumon, le foie, les reins 

et le pancréas. Elles partagent leur origine avec les DCs CD8+ résidant dans les organes 

lymphoïdes. Elles expriment un fort niveau de Flt3 par rapport aux DCs CD11b+, 

prolifèrent en réponse au ligand de Flt3, et diminuent très fortement chez la souris 

Flt3L-/- (Ginhoux et al. 2009). 

L’expression de l’intégrine CD103+ est dépendante de l’environnement du tissu 

et est régulée par la sécrétion du facteur de croissance Csf-2 (Zhan et al. 2011). 

A exception des cDCs CD103+ du pancréas et du poumon, elles expriment le récepteur 

lectin de type C Langerin (CD207). Dans l’intestin, la plupart des cDCs CD103+ sont 

concentrées dans les plaques de Peyer et sont caractérisées par une faible expression 

de CMH-II et la co-expression de CD8+. Les autres cDCs CD103+ sont présentes dans la 

lamina propria et sont caractérisées par la co-expression de CD11b+ (Bogunovic et al. 

2009). 

 

b. Cellules dendritiques CD11b+ 

 

A l’exception de la sous-population localisée dans la lamina propria de 

l’intestin, où il existe une co-expression des intégrines CD103+ et CD11b+, les cDCs 

CD11b+ n’expriment pas le marqueur CD103+ (Merad et al. 2013a).  

Les cDC11b+ proviennent de différents précurseurs. Dans le muscle, celles qui 

proviennent d’un précurseur commun spécifique des cDCs expriment le récepteur de 

l’immunoglobuline IgG, le FcYRI (CD64), qui permet de les différencier de celles qui 

proviennent des monocytes (Langlet et al. 2012). Dans la lamina propria, deux sous-

types différents ont été également identifiés : les CD103+CX3CR- qui migrent vers les 

ganglions lymphatiques et qui proviennent d’un précurseur commun spécifique des 

cDCs, et les CD103-CX3CR1+, non migratoires, qui proviennent des monocytes 

(Bogunovic et al. 2009; Schulz et al. 2009). 
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2.1.2 Cellules de Langerhans épidermiques 

 

Les cellules de Langerhans sont localisées dans la couche épidermique de la 

peau. Elles constituent 3-5% des cellules de l’épiderme (Merad, Ginhoux, and Collin 

2008). 

En comparaison avec les cDCs des dermes, elles sont caractérisées par des 

faibles niveaux d’expression du CMH-II, des niveaux intermédiaires de CD11c+ et de 

très forts niveaux du récepteur lectin de type C Langerin (CD207) (Merad et al. 2013a). 

Contrairement à la plupart des DCs, elles se développent de façon indépendante de 

Flt3 et Flt3L, mais elles sont dépendantes d’un autre facteur de croissance, le 

« macrophage colony stimulating facteur » (Csf-1R ou M-CSF) (Ginhoux et al. 2006). 

 

2.1.3 Cellules dendritiques migratoires du tissu 

 

Les cDCs migratoires du tissu sont les cDCs qui résident dans les tissus non 

lymphoïdes mais ont la capacité de migrer vers les ganglions lymphatiques 

périphériques. A l’état d’équilibre, et en comparaison aux cDCs non migratoires, ces 

cellules sont caractérisées par une forte expression de CMH-II et de faible à 

intermédiaire de CD11c (Merad et al. 2013a). 

Les cDCs chargées d’antigènes vont à la rencontre des lymphocytes T présents 

dans les ganglions à travers les vaisseaux lymphatiques afférents. Cette migration est 

constante à l’état basal (Randolph, Angeli, and Swartz 2005) et fortement augmentée 

en réponse aux signaux inflammatoires (Randolph, Ochando, and Partida-Sánchez 

2008). Elle est très fortement dépendante de la régulation du récepteur de chimiokine 

CCR7. L’expression de CCR7 est corrélée avec la régulation positive du CMH-II et des 

molécules de co-stimulation qui a lieu dans des conditions de maturation (Ohl et al. 

2004). Les processus de maturation et de migration des cDCs peuvent se produire en 

conditions physiologiques basales et également en conditions inflammatoires. Dans ce 

dernier cas, les cDCs produisent aussi des cytokines inflammatoires et des molécules 

de co-stimulation impliquées dans l’immunité adaptative (Reis e Sousa 2006). 
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2.1.4 Cellules dendritiques résidentes dans les tissus lymphoïdes 

 

Les cDCs résidentes d’organes lymphoïdes vont se différencier, exercer leurs 

fonctions et mourir à l’intérieur de ces organes. Elles constituent la totalité des cDCs 

dans la rate, alors que dans les ganglions lymphatiques, elles coexistent avec les cDCs 

migratoires des tissus. Elles peuvent être également présentes dans les tissus 

lymphoïdes associés aux muqueuses du nasopharynx, et coexister avec les cDCs 

CD103+ et CD11b+ dans les plaques de Peyer associés à l'intestin (Merad et al. 2013a). 

Deux sous-types différents ont été identifiés : 

 

a. Cellules dendritiques CD8+ 

 

Les cDCs CD8+ représentent 20-40% des cDCs de la rate et des ganglions 

lymphatiques, alors que dans le thymus elles constituent presque la totalité des cDCs 

(Wu and Shortman 2005). Elles sont phénotypiquement et fonctionnellement 

semblables aux cDCs CD103+ résidant dans les tissus non lymphoïdes. Au niveau 

phénotypique, elles sont caractérisées par l’absence ou le faible niveau d’expression 

de l’intégrine CD11b et par l’expression aussi de différents récepteurs lectines comme 

le DEC-205, le Clec9A et la langerin (Merad et al. 2013a). Elles expriment un fort niveau 

de Flt3 et prolifèrent donc en réponse à son ligand (Waskow et al. 2008). 

 

b. Cellules dendritiques CD11b+ 

 

A exception du thymus, les cDCs CD11b+ sont la sous-population des cDCs 

prédominante dans les organes lymphoïdes. Elles sont caractérisées par l’absence du 

marqueur CD8, et comme les cDCs CD8+, elles expriment un fort niveau de Flt3, et 

prolifèrent in situ en réponse au Ftl3L (Merad et al. 2013a). 

Dans le Thymus, les cDCs CD11b+ expriment aussi le CD172a (SIRPα), et par 

rapport aux cDCs CD8+, montrent un phénotype plus mature et une plus forte 

expression des chimiokines CCL22 et CCL17 spécifiques des lymphocytes T CD4+ 

(Proietto et al. 2008). Dans la rate, deux sous-populations différentes ont été 
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identifiées en fonction de l’expression des molécules d’adhésion spécifiques aux 

cellules endothéliales. Les cDCs ESAMhiCD11b+ expriment des niveaux élevés de CD4, 

CD11c, et des faibles niveaux des Csf-1R et Csf-3R et du récepteur de chimiokine CCR2 

en comparaison aux cDCs ESAMloCD11b+.  Les ESAMhiCD11b+ dérivent d’un précurseur 

spécifique des DCs, alors que les ESAMloCD11b+ pourraient dériver des monocytes ou 

macrophages circulants (Lewis et al. 2011a). 

 

2.2 Cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs) 

 

Les pDCs représentent un sous-type de DCs qui partagent une origine similaire 

(Figure 1) mais un cycle de vie différent aux DCs conventionnelles. Elles s'accumulent 

principalement dans le sang et les tissus lymphoïdes et migrent vers les ganglions 

lymphatiques (LN) par la circulation sanguine (Merad et al. 2013a). 

Les pDCs expriment de faibles niveaux de complexe majeur d'histocompatibilité 

de classe II (CMH-II) et de molécules de co-stimulation. Elles expriment également 

l’intégrine CD11c à faible niveau à l’état d’équilibre ainsi que des PRR comme les 

récepteurs Toll-like (TLR) 7 et 9. Ces TLR permettent la reconnaissance d’acides 

nucléiques étrangers ce qu’induit une forte expression d’IFN de type I et une forte 

capacité à présenter des antigènes étrangers. 

 

Classification des cDCs chez la souris 

Résidentes dans les tissus 
lymphoïdes 

CD8+CD11bloDEC-205+Clec9A+Langerin+ (Rate, ganglion et 
thymus) 
CD11b+CD8- (Rate et ganglion) 
CD11b+SIRPα+CCL22+CCL17+ (Thymus) 
CD11b+ESAM+/lo (Rate) 

Résidentes dans les tissus 
nonlymphoïdes 

CD103+CD11b- (peau, foie, rein etpancréas) 
CD103+CD11b-CD8+/- (intestin) 
CD103+CD11b+CD8+/- (intestin) 
CD103-CD11b+CD64+ (muscle) 

Résidentes dans les tissus 
lymphoïdes 

CMH-IIloCD11cloCD207hi 

Migratoires du tissu 
CMH-IIloCD11cloCCR7lo en état d'équilibre 
CMH-IIhiCD11cloCCR7hi en inflammatoire 

 

Tableau 1. Classification des cDCs chez la souris. 
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Figure 1. Contrôle transcriptionnelle de la différenciation des DCs.  

Modifiée d’après Merad et al. (Merad et al. 2013b). 

Niveaux d’expression de cytokines, TLR, et certains facteurs de transcription associés aux cellules 

myéloïdes dérivées à partir des progéniteurs commun de myéloïdes (CMPs) qui vont se différencier en 

progéniteurs commun de granulocytes (GMPs), progéniteurs commun de macrophages (MDPs), 

progéniteurs commun de DCs (CDPs), progéniteurs de cDCs circulantes (Pre-DCs), monocytes, DCs 

plasmacytoïdes (pDCs) et DCs résidentes dans le tissus lymphoïdes (CD8
+ 

cDCs et CD11
+
 cDCs).  

(Rouge = forte expression génétique / Bleu = faible expression génétique) 
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3. Sous-types de DCs chez l’homme 

3.1 Cellules dendritiques du sang 

 

Dans le sang, les pDCs humaines sont caractérisées comme étant Lin-CMH-

II+CD303 (BDCA2)+CD304 (BDCA4)+, alors que les cDCs sont caractérisées comme Lin-

CMH-II+CD11c+. Dans les cDCs, il a été identifié une sous-population largement 

prédominante caractérisée par l’expression de CD1c (BDCA1), et une autre sous-

population mineure caractérisée par l’expression de CD141 (BDCA3) (Merad et al. 

2013b). 

 

3.2 Cellules dendritiques  dans les tissus non lymphoïdes 

 

Trois sous-types de DCs ont été identifiés dans le derme humain, les 

CD1a+CD14- et les CD1a-CD14+ (Nestle et al. 1993; Lenz et al. 1993) et plus récemment, 

les CD141+ (Zaba, Krueger, and Lowes 2009) caractérisées en plus par l’expression des 

récepteurs XCR1 (récepteur de chimiokine), TLR3, CLEC9A et de la molécule d’adhésion 

Nectins Necl2 (Haniffa et al. 2012).  

Les sous-populations trouvées dans le poumon, le rein et la lamina propria de 

souris immunodéficientes humanisées reconstituées avec des progéniteurs 

hématopoïteiques humains sont similaires. Dans le poumon et le rein, deux sous-

populations ont été identifiées, les DNGR-1+BDCA3+CD11b- et les DNGR-1-BDCA3-

CD11b+ ; également la sous-population DNGR+CD11c+HLA-DR+ a été facilement 

identifiée dans la lamina propria (Lionel F. Poulin et al. 2012). 

 

3.3 Cellules de Langerhans épidermiques 

 

Elles sont caractérisées par l’expression de CD45, « Human leucocyte antigen » 

(HLA-II), « epithelial cell adhesion molecule » (EPCAM), et « lectin de type C Langerin » 

(CD207) (Valladeau et al. 1999). Contrairement aux souris, ces cellules sont aussi 

caractérisées par une forte expression de CD1a (précédemment appelé OKT6) (Fithian 
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et al. 1981), un membre du groupe 1 des protéines CD1 impliqué dans la présentation 

d’antigènes lipidiques aux cellules T (Hunger et al. 2004).   

 

3.4 Cellules dendritiques dans les tissus lymphoïdes 

 

Deux sous-types ont été identifiés comme résidents dans la rate humaine qui 

ressemblent aux DCs du sang : les CD1c+ et les CD141+ (McIlroy et al. 2001; Lionel Franz 

Poulin et al. 2010). Dans les ganglions lymphatiques et dans les amygdales ont été 

également identifiés ces mêmes sous-types des cellules. En outre, dans les ganglions 

lymphatiques trois sous-types de DCs migratoires ont été aussi identifiés :  les DCs 

CMH-IIhiCD11cintEpCAM+CD1a+ (cellules de Langerhans migratoires), EpCAM-CD1a+ 

(DCs CD1a+ dermales migratoires) et CD206+ (DCs CD14+ dermales migratoires) (Segura 

et al. 2012). Dans le thymus, le profil majeur des DCs est CD11c+CD11b-CD45ROlo qui 

ressemblent aux DCs CD141+ chez l’homme et DCs CD8+ chez la souris. Un autre profil 

mineur a été identifié, les CD11chiCD11b+CD45ROhi  qui ressemblent aux 

CD11b+CD172a+ thymiques chez la souris (Shortman and Liu 2002). 

 

Les différents sous-types des DCs humaines sont représentés dans la figure 2.  
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Figure 2. Phenotype des sous-types de DCs humaines. 

D’après Merad et al. (Merad et al. 2013b). 

Résumé du phénotype et du profil d’expression de récepteurs de pathogènes. (ND = non déterminé) 

 

4. Cellules dendritiques dans l’immunité 

4.1 Activation et polarisation des lymphocytes T 

4.1.1 Reconnaissance des « signaux de danger » 

 

Les DCs possèdent un ensemble de récepteurs qui sont essentiels pour initier 

une réponse immunitaire efficace face aux agents pathogènes. Ces récepteurs, appelés 

« Pattern recognition receptors » (PRR), reconnaissent des signatures moléculaires très 

conservées tout au long de l’évolution par les microbes, parasites et virus. Ces 

structures sont connues comme «Pathogen-associated molecular patterns » (PAMPs) 

(Janeway 1989). La reconnaissance des ligands par ces récepteurs permet l’activation 

de voies de signalisation qui ont pour but de réguler les processus biologiques 

cellulaires tels que la dynamique des endosomes ou du cytosquelette, et d’induire la 
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production des chimiokines et cytokines responsables de la maturation et de 

l’activation des DCs.  

Certains de ces récepteurs ont aussi la capacité de reconnaître des molécules 

endogènes liées au dommage ou stress cellulaire. Ces molécules sont connues comme 

« Damage-associated molecular patterns » (DAMPs). Ces deux groupes de molécule, 

les PAMPs et DAMPs, ne sont pas mutuellement exclusives mais  peuvent faire partie 

d'un système d'alerte évolutivement ancien régulant ainsi la réponse immunitaire 

(Seong and Matzinger 2004). 

Au cours des 10 dernières années, différents types de PRRs ont été découverts 

chez les vertébrés. Ils ont été divisés en quatre familles (Plato, Willment, and Brown 

2013) (Figure 3):  

 

o « Toll-like receptors » (TLRs) 

 

Les TLRs ont été considérés comme les premiers déclencheurs d’alarme du 

système immunitaire inné face à l’invasion d’organismes infectieux. Ils ont été 

largement décrits dans la littérature et jusqu’à présent, 13 membres différents ont été 

identifiés avec des fonctions et des profils d’expression différents (Plato, Willment, and 

Brown 2013).  

Les TLRs sont des récepteurs transmembranaires  de type I qui contiennent un 

domaine extracellulaire « horseshoe-shaped ligand-binding » (LBD) et un domaine de 

signalisation intracellulaire « Toll/IL-1 receptor » (TIR) connectés par une région 

transmembranaire (Leulier and Lemaitre 2008; Yamamoto and Takeda 2010). Les 

fonctions attribuées aux TLRs sont dépendantes de la localisation au niveau cellulaire 

et des ligands reconnus. Par exemple, les TLR1, 2, 4, 5, 6 et 10 sont exprimés à la 

surface des cellules et reconnaissent des composants des membranes cellulaires 

bactériens et fongiques, tandis que le TLR3, 7, 8, et 9 sont exprimés au niveau de 

vésicules intracellulaires et reconnaissent les acides nucléiques provenant des 

bactéries et virus (Tarang, Kumar, and Batra 2012). De façon spécifique à la 

reconnaissance de ligands, les TLRs induisent différentes voies de signalisation qui 

15



                                                                                                                                                   Introduction 

                                                                                                                               I.   Cellules Dendritiques 

 

 

activent le NFкB ou les protéines kinases MAP et dirigent, par conséquent,  la réponse 

innée et successivement la réponse adaptative (Plato, Willment, and Brown 2013). 

 

o « Nucleotide-oligomerisation domain (NOD)-like receptors » (NLRs) 

 

Les NLRs, dont la localisation est entièrement intracellulaire, présentent des 

fonctions très importantes dans la réponse immunitaire innée suite à la 

reconnaissance des PAMPs présents au niveau cytoplasmique. Ils sont impliqués dans 

la réponse pro-inflammatoire mais aussi anti-inflammatoire, et jouent un rôle très 

important dans la modulation de la réponse immunitaire adaptative. A l’heure 

actuelle, 23 membres chez l’homme, et 34 chez le rongeur ont été identifiés (Plato, 

Willment, and Brown 2013). 

Ces récepteurs contiennent un domaine C-terminal impliqué dans la 

reconnaissance directe ou indirecte des PAMPs, et aussi bien un domaine central NOD 

impliqué dans l’oligomérisation avec d’autres NLRs activés. Ils ont été classifiés selon 

deux groupes différant par leur domaine N-terminal: la sous-famille « Nod » qui 

contient au moins un « caspase-activating and recruiting domain » (CARD), et la sous-

famille « NLRP » qui présente un domaine « pyrin ». Ces domaines N-terminal 

permettent l’intéraction du récepteur activé avec des protéines adaptatrices à travers 

la formation de complexes CARD-CARD ou pyrin-pyrin et l’activation successive des 

voies de signalisation (Rubino et al. 2012; Strober et al. 2006).  

Les deux membres les plus étudiés chez la sub-famille « Nod » sont NOD1 et 

NOD2. Ces récepteurs reconnaissent des PAMPs associés à la membrane cellulaire des 

bactéries qui déclenchent leur activation. NOD1 et NOD2, avec respectivement un ou 

deux domaines CARD, vont recruter l’adaptateur RIP2 permettant l’activation de NFкB, 

par ubiquitination et dégradation de son inhibiteur IкB, crucial pour induire la 

réponse immune (Strober et al. 2006; Schneider et al. 2012). 

Douze membres ont été identifiés chez la sous-famille « NLRP ». Certains 

membres comme NLP1, NLRP2, NLRP3, NLRP4, NLRP5, NLRP6 et NLRP7, suite à leur 

activation, vont faire partie d’un complexe protéique oligomérique impliqué dans 

l’immunité innée : l’inflammasome. Ce complexe favorise la maturation des cytokines 
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inflammatoires comme l’IL-1β par l’activation de la Caspase-1, ce qui est très 

important dans la régulation de la réponse immunitaire (Schneider et al. 2012). 

 

o « Retinoic acid-inducible gene-1 (RIG-1)-like receptors » (RLRs) 

 

Les RLRs sont des récepteurs de surveillance cytoplasmique capables de 

détecter  l’ARN viral qui est inséré directement dans les cellules hôtes ou qui a été 

libéré dans le cytoplasme après pénétration par récepteur et dégradation de la capside 

virale. Trois RLRs ont été identifié, le RIG-I, le  MDA5 et le LGP2 (Plato, Willment, and 

Brown 2013). 

Au niveau de la structure, ils contiennent un domaine de reconnaissance aux 

ARNs double brin, et à l’exception du récepteur LGP2, ils présentent plusieurs 

« caspase-activating and recruiting domains » (CARDs) disposés en tandem dans le 

domaine N-terminal. Le récepteur RIG-I contient aussi un domaine répresseur impliqué 

dans le contrôle de l’activation de sa voie de signalisation (Kumar, Kawai, and Akira 

2011; Leung, Basler, and Amarasinghe 2012). 

Les récepteurs RIG-I et MDA5 reconnaissent l’ARN viral provenant de 

différentes espèces de virus, et donc ils déclenchent des voies de signalisation de façon 

spécifique à l’espèce. Plusieurs études montrent le rôle du récepteur LGP2 comme un 

régulateur activateur de RIG-I et MDA5 en leur conférant la capacité de 

reconnaissance du ligand. L’activation de RIG-I et MDA5 permet de recruter 

l’adaptateur « interferon-β promotor » (IPS-I) présente dans les mitochondries et les 

peroxysomes vers les domaines CARDs et active le NF-кB via les Caspases 8 et 10, 

TRADD et FADD, et donc l’activation de la réponse immunitaire contre l’infection virale 

(Kawai et al. 2005; Takahashi et al. 2006). 

 

o « C-type lectin-like receptors » (CTLRs)  

 

Ils sont décrits en détail dans la partie (II). 
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Figure 3. Différentes familles de PRRs. 

D’après Miyaji et al. (Miyaji et al. 2011). 

 

4.1.2 Maturation des DCs 

 

Il existe deux états fonctionnels différents pour les DCs (I. Mellman and 

Steinman 2001; Hammer and Ma 2013): un état immature et un état mature. Les DCs 

immatures sont généralement trouvées dans les tissus périphériques et sont aptes à 

l’endocytose des pathogènes, plus particulièrement par la macropinocytose et la 

phagocytose. Cependant, dans cet état, les DCs sont incapables de présenter des 
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antigènes aux cellules T. Ces cellules vont synthétiser le CMH de classe I et II, mais ils 

sont relativement inefficaces dans la formation des complexes CMH-peptide au niveau 

de la membrane plasmique du fait d’une activité des protéases lysosomales atténuée. 

Tout ceci conduit à une diminution de l’accumulation de complexes chargés 

d’antigènes à la surface des DCs. En outre, les DCs immatures sécrètent également très 

peu de cytokines immuno-stimulatrices et de molécules de co-stimulation nécessaires 

pour l’activation lymphocytaire (Hammer and Ma 2013). 

Les DCs immatures sont capables de passer à un état mature en présence des 

ligands spécifiques des PRRs, de récepteurs intracellulaires et aussi en présence de 

molécules pro-inflammatoires. Dans ce nouvel état, l’endocytose et l’activité 

lysosomale sont optimales. Une surexpression des CMH de classe I et II est mise en 

place, et l’ubiquitination du CMH de classe II est diminuée. Ces conditions permettent 

une parfaite formation des complexes CMH-antigènes au niveau de la surface cellulaire 

qui seront ensuite présentés aux lymphocytes T (Hammer and Ma 2013). 

Les DCs matures migrent des tissus aux organes lymphoïdes grâce à 

l’augmentation de l’expression du CCR7, à la surexpression des ligands de molécules 

de co-stimulation et de cytokines. Les DCs matures sont donc capables non seulement 

d’activer les lymphocytes T, mais aussi d’entraîner différentes réponses 

lymphocytaires dépendantes des pathogènes ou molécules endogènes rencontrées 

(Hammer and Ma 2013).  

 

4.1.3 Présentation d’antigènes 

 

Il existe deux voies classiques de présentation antigénique connues dans la 

littérature : 

 

o La présentation via le CMH de classe II (Ira Mellman 2013) (Figure 4). Cette 

présentation est associée à la capture d’antigènes provenant de sources 

extracellulaires. Les antigènes issus de bactéries, protozoaires, allergènes ou de 

cellules mortes sont internalisés par endocytose. Les endosomes fusionnent 

alors avec des lysosomes ce qui abaisse progressivement le pH et permet une 
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forte activité hydrolytique pour dégrader les protéines, les acides nucléiques, 

les oligo et polysaccharides, les lipides simples et complexes, et bien d'autres 

constituants biologiques importants. Dans les DCs, notamment les DCs 

immatures, les molécules CMH de classe II synthétisées dans le réticulum 

endoplasmique (RE) sont amenées à fusionner avec les endosomes qui 

contiennent les antigènes dénaturés et partiellement dégradés pour une liaison 

correcte au CMH de classe II. Après maturation, les complexes peptide-CMH 

sont transférés à la surface pour être présentés aux lymphocytes T CD4+.  

 

o La présentation via le CMH de classe I (Ira Mellman 2013) (Figure 4). Cette 

présentation est associée aux peptides provenant des composants synthétisés 

de façon endogène, comme par exemple des protéines cytoplasmiques virales 

dans les cellules infectées. Ces protéines sont ubiquitinées et dégradées par le 

protéasome. Les peptides résultant sont dirigés dans le RE via le transporteur 

de peptide, TAP1 / TAP2 ATP-dépendant, et associés ensuite aux molécules 

CMH de classe I. Les complexes CMH de classe I-peptide compétents sont 

finalement transportés via l’appareil de Golgi à la membrane cellulaire pour 

être présentés aux lymphocytes T CD8+.  
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Figure 4.  Présentation antigéniques par les complexes majeurs d’histocompatibilité de classe I et II. 

D’après Abbas et al : Cellular and Molecular Immunology, 7
e
. 

 

A la différence d’autres types de cellules présentatrices d’antigènes, un 

troisième mécanisme de présentation antigénique a été montré dans les DCs (Joffre et 

al. 2012) (Figure 5) : La cross-présentation antigénique. Les DCs ont la particularité de 

pouvoir capturer et endocyter des antigènes extracellulaires et de les présenter aux 

cellules T CD8+ via le CMH de classe I par deux voies différentes : la voie cytosolique et 

la voie vacuolaire. Dans la voie cytosolique, les antigènes s’échappent des phagosomes 

et sont dégradés par le protéasome cytosolique. Les peptides sont ensuite dirigés à 

l’intérieur du RE ou des phagosomes, où ils sont associés aux CMH de classe I pour être 

présentés. Dans la voie vacuolaire, les peptides sont dégradés dans les endosomes et 

associés au CMH de classe I dans le même compartiment endocytaire. 
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Figure 5. Cross-présentation antigénique par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I. 

D’après Joffre e al. (Joffre et al. 2012). 

 

4.1.4 Signaux de co-stimulation 

 

La reconnaissance de l’antigène par le récepteur T (TCR) aboutit à l’activation 

des cellules T. Cependant, l’engagement du TCR avec le complexe CMH-peptide n’est 

pas suffisant pour initier la cascade de signalisation intracellulaire menant à l’activation 

de la cellule. Les DCs doivent apporter un deuxième signal aux cellules T naïves par 

l’intermédiaire des molécules de co-stimulation présentes à leur surface. Ces 

molécules interagissent avec les récepteurs correspondant à la surface des cellules T 

(Lafferty, Andrus, and Prowse 1980) (Figure 6). 

Le premier récepteur de co-stimulation identifié a été le récepteur CD28 (June 

et al. 1990). Ce récepteur reconnait des ligands de la famille B7 exprimés à la surface 
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cellulaire des DCs, le B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86). Cette interaction permet la formation 

de micro-cluster avec le TCR et le recrutement de la protéine kinase C theta (PKCθ) qui 

va initier la cascade d’activation dans les cellules T (Yokosuka and Saito 2009). Un 

deuxième récepteur homologue à CD28 associé aux lymphocytes T cytotoxiques a été 

identifié. Il s’agit du récepteur « cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 » (CTLA-

4). Ce récepteur présente une plus forte affinité pour les ligands B7-1 et B7-2 que le 

CD28, et induit un signal co-inhibiteur dans les lymphocytes T (Brunet et al. 1987; 

Rudd, Taylor, and Schneider 2009). 

Plus récemment, d’autres molécules co-inhibitrices de la famille CD28 comme 

ICOS (inducible T-cell co-stimulator)  et PD-1 (programed cell death-1) ont été 

identifiées. Ces molécules vont avoir un rôle important dans l’induction et 

maintenance de la tolérance (R. I. Nurieva, Liu, and Dong 2009). ICOS est exprimé sur 

les lymphocytes T activés, mais très peu sur les lymphocytes T naïfs au repos. Ce 

récepteur reconnait le ligand « B7-related protein-1 » (B7RP-1 ou ICOSL) exprimé de 

façon constitutive par les lymphocytes B, monocytes et DCs. L’interaction d’ICOS avec 

son ligand est importante dans l’activation des lymphocytes T et dans la polarisation 

de la réponse T vers les Th1 et Th2. Ainsi, lors d’une réponse secondaire, ICOS joue 

également un rôle important dans la differentiation des cellules Th17 par l’induction 

de l’expression du récepteur à l’IL-23, et l’implication d’ICOS a été montrée dans la 

maintenance et l’homéostasie des cellules T régulatrices (Huang and Yang 2011a). PD-

1 est un récepteur inhibiteur exprimé par les lymphocytes T CD4+/CD8+, par les NKT et 

certains sous-types de DCs. PD-1 a deux ligands, le PD-L1 et le PD-L2. L’interaction de 

PD-1 avec son ligand atténue la signalisation du TCR ce qui entraîne une suppression 

de la réponse lymphocytaire T (Huang and Yang 2011a). 

Les voies de co-stimulation de B7-1/B7-2 : CD28/CTLA-4 sont les mieux 

caractérisées mais il existe également d’autres voies de co-stimulation 

supplémentaires. Par exemple, l’interaction du récepteur OX40 ou CD134 avec son 

ligand induit l’expansion et la survie des cellules T et permet également la réactivation 

des cellules T mémoires. En outre, cette interaction bloque l’activation des cellules T 

régulatrices ce qui favorise de façon indirecte la réponse immunitaire T (Croft et al. 

2009). 
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Figure 6.  Molécules de co-stimulation positive ou négative. 

D’après Huang and Yang (Huang and Yang 2011b). 

 

4.1.5 Polarisation de la réponse lymphocytaire T effectrice 

 

Les DCs intègrent différents signaux qui vont définir leur mode d’activation et 

par conséquence les fonctions effectrices induites dans les lymphocytes T de façon 

spécifique aux antigènes. Les différentes cellules T effectrices se distinguent par leur 

profil de production de cytokines et leur fonction et sont caractérisées par l’expression 

de facteurs de transcription (Figure 7). 

Les lymphocytes T CD4+ naïves peuvent se différencier en lymphocytes T helper 

de différents sous-types comme les Th1, Th2, Th17 et Tfh (T follicular helper), et plus 

récemment il a été montré qu’ils pouvaient se différencier en Th9 (Dardalhon et al. 

2008) et Th22 (Eyerich et al. 2009), alors que les cellules T CD8+ naïves vont se 

différentier en cellules T cytotoxiques (CTL).  

24



                                                                                                                                                   Introduction 

                                                                                                                               I.   Cellules Dendritiques 

 

 

Chez l’homme et la souris, la production d’IL-12 par les DCs activées et la 

production d’interféron-γ (IFN-γ) par les cellules NK favorisent la polarisation de la 

réponse T vers une réponse de type Th1. Ces Th1 vont alors exprimer le facteur de 

transcription « T-box expressed in T cell » (T-bet) et vont produire de l’IFN-γ (Szabo et 

al. 2000). 

En présence d’IL-4, la réponse lymphocytaire T chez l’homme et chez la souris 

se dirige vers une réponse de type Th2 qui vont à leur tour exprimer le facteur de 

transcription « GATA-binding-factor 3 » (GATA-3) (Murphy and Reiner 2002) et 

produire des cytokines IL-4, IL-5, IL-10 et l’IL-13 (Le Gros et al. 1990; Swain et al. 1990). 

Chez l’homme et chez la souris, la production des cytokines TGF-β et IL-6 sont 

responsables de la polarisation de la réponse lymphocytaire vers une réponse de type 

Th17. Les Th17 sont caractérisés par l’expression du facteur de transcription « Retinoic 

acid receptor (RAR)-related Orphan Receptor γ isoform T » (RORγT), l’expression du 

récepteur de l’IL-23 et par la production des cytokines IL-17, IL-22 et IL-21 (Mangan et 

al. 2006). L’IL-21 participe à l’amplification des Th17 et peut également remplacer l’IL-6 

pour contribuer aussi à la différenciation Th17 (R. Nurieva et al. 2007). L’IL-23 il a été 

montré comme responsable du maintien et de la survie des Th17 (Veldhoen et al. 

2006).  

Chez la souris, la différenciation de la réponse T vers les cellules Tfh est due à la 

production des cytokines IL-6 et IL-21. Ces cellules sont retrouvées dans les ganglions 

lymphatiques et elles expriment le facteur de transcription « B cel lymphoma 6 

protein » (BCL-6) et le récepteur de chimiokines CXCR5 (R. I. Nurieva et al. 2009). 

Les CTLs, à la différence des Ths, dérivent de l’activation des lymphocytes T 

CD8+ naïves via l’interaction du TCR avec les complexes CMH de class I/antigène et de 

façon dépendante des cellules Th1 (Ridge, Di Rosa, and Matzinger 1998). Ces cellules 

sont caractérisées par leur capacité cytotoxique en utilisant la voie FAS/FASL ou 

Granzyme B/Perforin ce qui permet la lyse des cellules ciblées (Kägi et al. 1994; Trapani 

and Smyth 2002).  

Chaque sous-type de cellules effectrices entraîne l’expression de cytokines qui 

favorisent leur expansion et leur différenciation et inhibent la polarisation de la 

réponse T vers les autres sous-types. Cependant plusieurs études montrent l’existence 
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d’une plasticité entre ces différents sous- types. Par exemple, chez la souris, en 

absence de TGF-β, les cellules Th17 peuvent dériver en Th1 sous l’influence de l’IL-12 

et de IL-23 (Y. K. Lee et al. 2009). De plus, les Th2 peuvent dériver en Th1 lors d’une 

infection virale en exprimant le facteur de transcription T-bet et en produisant de 

l’IFN-γ (Hegazy et al. 2010). 

 

 

 

Figure 7.  Différenciation des lymphocytes T CD4
+
. 

D’après Russ et al. (Russ et al. 2013). 
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4.2 Spécialisation des différents sous-types des DCs dans l’activation des 

lymphocytes T  

 

Plusieurs modèles de déplétion sélective de certains sous-types de DCs ont été 

mis en place afin d’étudier leurs contributions dans la réponse immunitaire. 

L’ensemble des études fonctionnelles et ontogéniques ont montré que les DCs CD8+ 

résidant dans les organes lymphoïdes et les DCs CD103+ résidant dans les organes non-

lymphoïdes ont une même origine et montrent un phénotype et un profil 

transcriptionnel et fonctionnel similaire. Cependant, les DCs CD11+ restent séparées 

des DCs CD8+ et CD103+ en ce qui concerne leurs profils de transcription et leurs 

fonctionnalités. 

 

4.2.1 Activation des lymphocytes T CD4+ 

 

Jusqu’à aujourd’hui le rôle des DCs CD8+ et DCs CD103+ dans l'activation des 

lymphocytes T CD4+ reste controversé dans la littérature.  

Un étude a  montré que les DCs CD8+ spléniques sont les principales cellules 

productrices de la cytokine IL-12 impliquée dans la polarisation Th1 (Maldonado-López 

et al. 1999; Farrand et al. 2009). En outre, il a été montré que les DCs CD103+ localisées 

au niveau dermal contrôlent l’induction de cellules T CD4+ IFN-γ+ spécifiques de 

pathogènes après une infection cutanée avec Candida albicans (Igyártó et al. 2011). 

Récemment, des souris transgéniques ont été créées pour exprimer le « diphteria toxin 

receptor » (DTR) sous le promoteur du récepteur lectin de type-C Langerin. Pour 

évaluer directement le rôle fonctionnel des cellules Langerin+CD11b-CD103+ dans le 

développement des cellules Th17 et Th1 dans un contexte d’encéphalomyélite auto-

immune, l’équipe de Benjamin M. Segal ont généré des souris (CD45.1) chimères par 

irradiation létale et transfert de la moëlle osseuse de souris trangéniques Langerin-DTR 

CD45.2. L’administration du « diphteria toxin » (DT) chez les souris chimères permet 

donc l’élimination spécifique des DCs CD103+. Cette étude a mis en évidence que 

l'élimination de ces DCs CD103+ dermiques protège les souris d'une encéphalomyélite 

auto-immune expérimentale (EAE) dépendant de la réponse Th1 (King, Kroenke, and 
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Segal 2010). Ces études montrent donc, l’implication des DCs CD8+ et CD103+ dans 

l’activation des cellules T CD4+ entraînant plus particulièrement une réponse Th1.   

En revanche, d’autres études ont montré que ces DCs n’ont aucun rôle dans 

l’activation des cellules T CD4+. Par exemple, chez les souris déficientes en « basic 

leucine zipper transcription factor ATF-like 3 » (Batf3) (facteur de transcription  

essentiel pour le développement des DCs CD103+ et CD8+) et par conséquent 

déficientes en DCs CD103+ et CD8+, une étude a montré une réponse efficace de la part 

des lymphocytes CD4+ activés par des immunogènes tumoraux (fibrosarcome) ou 

viraux (Virus West Nile) (Hildner et al. 2008). Egalement dans ce modèle, la réponse 

Th1 spécifique à la glycoprotéine de la myéline des oligodendrocytes n’a pas été 

affectée suite à une immunisation sous-cutanée, entraînant une EAE sévère (Edelson 

et al. 2011). De plus, l’élimination des DCs CD103+ chez les souris transgéniques 

Langerin-DTR par l’administration du DT 7 jours avant l’infection n’a pas modifié la 

réponse efficace des cellules T CD4+ contre le trypanosome Leismania major (Brewig et 

al. 2009).  

Ces études controversées suggèrent un rôle des DCs CD8+ et CD103+ dans 

l’activation de la réponse T CD4+ dépendante des différents ligands. 

Cependant, le rôle des DCs CD11b+ dans l’activation des lymphocytes T par la 

présentation antigénique via le CMH de classe II semble plus claire. Il a été montré que 

les DCs CD11b+ spléniques expriment plus fortement les gènes codant pour protéines 

impliquées dans la voie antigénique du CMH-II par rapport aux DCs spléniques CD8+ 

(Dudziak et al. 2007). En outre, ces cellules montrent in vivo une meilleure efficacité 

dans l’activation des lymphocytes T CD4+ via le CMH de classe II que les DC CD8+ à 

l’état d’équilibre (Dudziak et al. 2007; Idoyaga et al. 2008). Egalement, après une 

infection virale par l’HSV-1 ou le virus Influenza A, il a été montré ex vivo que les DCs 

CD11b+ migratoires présentent des antigènes viraux principalement aux lymphocytes 

CD4+ (Bedoui et al. 2009; Kim and Braciale 2009). De plus, après immunisation sous-

cutanée avec des combinés d’antigènes et adjuvants, les DCs CD11b+ localisées au 

niveau dermal ont la capacité d’attirer et accumuler des lymphocytes CD4+ effecteurs 

et régulateurs (Kastenmüller et al. 2011; McLachlan et al. 2009a). 
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4.2.2 Activation des lymphocytes T CD8+ 

 

A partir de la purification des DCs suite à une immunisation chez les souris, 

plusieurs études ex vivo ont montré la capacité supérieure des DCs CD8+ et CD103+, par 

rapport aux autres DCs, pour présenter des antigènes microbiens ou des antigènes 

associés aux cellules elles-mêmes aux lymphocytes T CD8+  (Bedoui et al. 2009; Belz et 

al. 2007; Henri et al. 2010).  

Certains modèles de déplétion des DCs CD103+ et CD8+ ont été mis en place. 

L’élimination des DCs CD103+ du poumon et des DC CD8+ lymphoïdes, a révélé in vivo, 

le rôle de ces DCs dans l’induction des lymphocytes T CD8+ spécifiques du virus 

Influenza A, et du parasite Leishmania major  (Brewig et al. 2009; GeurtsvanKessel et 

al. 2008). Egalement, chez les souris Langerin-DTR déficientes en DCs CD8+ et CD103+, il 

a été montré leur incapacité à une réponse T cytotoxique suite à l’immunisation sous-

cutanée avec le virus West Nile, ou suite à une infection pulmonaire avec le virus 

Influenza  (Hildner et al. 2008; Helft et al. 2012). Ces modèles ont ainsi établi le rôle 

des cDCs CD8+ et CD103+ dans l’activation de la réponse lymphocytaire CD8+ in vivo. 

Cette activation peut être dépendante ou indépendante de la cross-présentation.  

En effet, les cDCs CD8+ et CD103+ présentent un fort potentiel à cross-

présenter les Ag. Par exemple, Il a été montré que les cDCs CD8+ spléniques expriment 

fortement  Rac2, une GTPase qui aide à maintenir les phagosomes alcalins, ce qui 

limite l’activité protéase. Ce fait favorise la libération des antigènes exogènes au 

cytosol qui vont ensuite êtres cross-présenter aux cellules T (Savina et al. 2009). 

Egalement, l’activation des cDCs CD8+ augmente l’expression d’Irgm 3, une molécule 

impliquée dans la formation de l’adiposome qui comporte une source de stress 

oxydative ce qui déstabilise les membranes des phagosomes permettant la libération 

des antigènes dans le cytosol (Bougnères et al. 2009). 

Les cDCs CD8+ et CD103+ sont également importantes dans l’activation des 

cellules T CD8+ indépendamment de leur potentiel de cross-présentation. Par exemple, 

les cDCsCD8+ expriment plus de gènes liés à la présentation du CMH de classe I que les 

cDCs CD11b+ (Dudziak et al. 2007). Elles sont également la principale source d’IL-12 et 

IL-15, deux cytokines impliquées dans la différenciation des lymphocytes T CD8+ 
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cytotoxiques (Hochrein et al. 2001; Mashayekhi et al. 2011; Mattei et al. 2001).  De 

plus, les cDCs CD8+ et CD103+ sont les seules cellules hématopoïétiques qui expriment 

le récepteur de chimiokine XCR1. Ce récepteur reconnait le ligand XCL1 exprimé à la 

surface des lymphocytes T CD8+ au moment de la présentation antigénique 

permettant sa différenciation en lymphocytes T cytotoxiques (Dorner et al. 2009). 

En ce qui concerne les DCs CD11b+, plusieurs études suggèrent un rôle aussi de 

ces cellules dans l’activation de lymphocytes T CD8+. Par exemple, les cDCs CD11b+ 

provenant des souris immunisées avec des virus, sont capables d’activer les 

lymphocytes T CD8+ mais les mécanismes de présentation n’ont pas été déterminés. 

Les cDCs CD11b+ pourraient cross-présenter des antigènes associés aux cellules-

mêmes infectées, ou bien présenter de façon directe les antigènes viraux aux T CD8+ 

(Kim and Braciale 2009; Kastenmüller et al. 2011).  

 

5. Cellules dendritiques dans la tolérance 

5.1 Tolérance centrale 

 

Les lymphocytes T se développent dans le thymus à partir de précurseurs 

provenant de la moelle osseuse. Le réarrangement des gènes de leur TCR se produit 

lors de ce développement. Le répertoire lymphocytaire final est défini suite à une 

sélection positive puis négative qui permet la survie des lymphocytes T fonctionnels et 

tolérants aux peptides du soi.   

Les sélections positive et négative sont deux des mécanismes très importants 

de la tolérance centrale. Les cellules épithéliales localisées au niveau du cortex 

thymique (cTEC) et au niveau médullaire (mTEC) et les cellules dendritiques (tDC) sont 

essentielles dans ces mécanismes. La sélection positive est un processus qui permet de 

conserver les thymocytes capables de reconnaître via leur TCR un peptide associé à 

une molécule CMH du soi (Fink and Bevan 1978). La sélection négative permet ensuite 

d’éliminer les cellules T qui reconnaissent fortement les antigènes du soi par leur TCR. 

La sélection négative peut être effectuée par les mTEC, mais ce sont les cellules 

dendritiques présentes dans les thymus qui apparaissent comme les principaux acteurs 

de cette sélection (Anderson, Partington, and Jenkinson 1998). 
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Les DCs du thymus (tDC) peuvent présenter des antigènes provenant de 

différentes sources. Ces cellules acquièrent des antigènes dérivés des mTEC qui 

peuvent être des auto-antigènes de restriction tissulaire exprimés sous le contrôle de 

AIRE (gène régulateur de la transcription) ou des antigènes provenant de leur 

membrane, noyau ou cytosol (Koble and Kyewski 2009). Les tDCs acquièrent aussi des 

antigènes du sang présents dans l'espace périvasculaire au niveau de la zone cortico-

médullaire et autour des petits vaisseaux (Baba, Nakamoto, and Mukaida 2009). 

Egalement, ces cellules peuvent présenter des antigènes provenant des tissus 

périphériques après migration par la circulation sanguine jusqu’à au thymus (Bonasio 

et al. 2006), (Hadeiba et al. 2012). Cette énorme variabilité au niveau de la 

présentation d’antigènes rend les tDCs essentielles dans la sélection négative et donc 

dans la tolérance centrale. 

Un troisième mécanisme s’ajoute aux mécanismes de sélections positive et 

négative. Celui-ci consiste à générer des lymphocytes T régulateurs dans le thymus dits 

naturels (nTreg). Ces lymphocytes expriment fortement la chaîne α du récepteur de 

l’IL-2 (CD25) ainsi que le facteur de transcription FoxP3 (Sakaguchi et al. 1995). Bien 

qu’ils aient été décrits comme provenant des lymphocytes doubles-positives, les 

nTregs semblent être dérivés des lymphocytes T CD4+ sélectionnés positivement 

(Bensinger et al. 2001; Liston et al. 2008; H. M. Lee and Hsieh 2009). 

Les mTEC et les tDCs jouent un rôle très important dans la génération des 

nTregs. Ces cellules vont favoriser l’expression de FoxP3 par leurs précurseurs de façon 

dépendante de la protéine « Thymic stromal lymphopoietin » (TSLP). La TSLP est 

exprimée dans les corpuscules de Hassal constitués de mTEC groupés. Cette protéine 

induit la maturation des tDCs par l’augmentation des molécules co-stimulatrices CD80 

et CD86 (Watanabe et al. 2005). Il a été montré l’importance de la reconnaissance de 

CD28 exprimé à la surface des thymocytes par le CD80 et CD86 pour la différenciation 

des lymphocytes T CD4+ en nTregs (Salomon et al. 2000a). Egalement l’interaction 

entre le CD27 (membre des récepteurs du facteur de nécrose tumorale) exprimé par le 

tDC avec son ligand CD70 présenté par les thymocytes (Coquet et al. 2013) et la 

sécrétion des cytokines l’IL-2, IL-7 et IL-15 semblent importants au développement des 

nTregs (Fontenot et al. 2005; Lio and Hsieh 2008). Ces lymphocytes régulateurs vont 
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donc migrer ensuite vers les organes lymphoïdes secondaires et d’autres organes 

comme le foie et la peau, et vont jouer un rôle crucial dans les mécanismes de 

tolérance périphériques.  

 

5.2 Tolérance périphérique 

 

Bien que la sélection thymique élimine efficacement de nombreux lymphocytes 

T auto-réactifs, certains échappent à cette sélection et doivent être contrôlés par des 

mécanismes de tolérance périphérique supplémentaires. Les rôles de ces mécanismes 

sont non seulement d’empêcher la réponse auto-immune mais également de limiter 

les réponses immunitaires trop intenses contre des antigènes étrangers.  

En l'absence d'inflammation, les DCs peuvent présenter des auto-antigènes aux 

cellules T, mais l’activation de ces derniers ne sera pas optimale étant donné l’absence 

d’un signal de co-stimulation fort, conduisant à l'anergie (en l’absence du deuxième 

signal de co-stimulation) ou à la suppression de ces cellules T (Hawiger et al. 2001). La 

tolérance périphérique médiée par les DCs est donc un processus actif qui nécessite 

l’utilisation de la voie de signalisation du TCR. La suppression clonale des cellules T a 

lieu via l’activation de l’apoptose dépendante à Fas, Bim ou TNF-α, et via l’inhibition de 

la voie de signalisation du NFкB (Hutcheson et al. 2008; Hughes et al. 2008; Ohl et al. 

2004). 

L’état de maturation des DCs et leur capacité de présentation des Ag 

contribuent à l’équilibre entre tolérance et immunité (Wallet, Sen, and Tisch 2005; 

George et al. 2003). A l’équilibre, les DCs sont exposées aux microorganismes 

commensaux de façon constante. Dans ces conditions, ces cellules expriment leurs 

marqueurs de maturation à des niveaux faibles ce qui leur permet d’avoir des 

propriétés tolérogènes. Une fois activées par un agent pathogène ou par des 

molécules endogènes associées aux dommages cellulaires, les DCs initient un 

programme de transcription génique, métabolique et cellulaire particulier permettant 

leur migration des tissus périphériques vers les ganglions lymphatiques où se produit 

la présentation de l'Ag aux cellules T. La maturation est marquée par une 

augmentation de l’expression de molécules permettant l'activation des lymphocytes T 
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comme le CMH-II, des molécules de co-stimulation telles que CD40, CD80 et/ou CD86 

et les cytokines et chimiokines impliquées dans l’inflammation.  

Cependant, certaines de ces molécules co-stimulatrices peuvent êtres 

impliqués aussi dans la tolérance en fonction du ligand d’interaction. Par exemple, 

l’interaction de CD80/CD86 avec le CTLA4 induit la tolérance des lymphocytes T CD8+ 

périphériques (Probst et al. 2005). De plus, de manière importante, les molécules co-

stimulatrices CD80 et CD86 sont nécessaires également pour la différenciation des 

lymphocytes T CD4+ en lymphocytes T régulateurs cruciaux pour la tolérance (Salomon 

et al. 2000b; Zheng et al. 2004; Yamazaki et al. 2003). Par conséquent, les DCs 

immunogènes ou tolérogènes devraient idéalement être définies en fonction des 

signaux qu'elles donnent et qui conduisent les cellules T vers la tolérance ou 

l’immunité,  et non en fonction de leur état de maturation. 

 

5.3 Spécialisation dans la tolérance des différents sous-types de DCs 

5.3.1 DCs CD8+/CD103+ 

 

Plusieurs études sur la fonctionnalité de ces sous-types de DCs ont montré un 

rôle majeur dans la cross-présentation des antigènes et donc dans l’activation de 

lymphocytes CD8+. Mais aussi, et de façon très importante, en absence 

d’inflammation, ces sous-types de DCs jouent un rôle dans la génération des 

lymphocytes T régulateurs (Tregs) et dans la médiation de la tolérance (Merad et al. 

2013c; Hsieh, Lee, and Lio 2012). Il a été montré que les cDCs CD8+ ont une habilité 

beaucoup plus importante à l’induction des Tregs par rapport aux cDCs CD8- grâce à 

leur capacité à produire le TGF-β (Wang et al. 2008; Yamazaki et al. 2008). En outre, 

l’équipe d’Alexander H. Enk a montré in vivo que ces cellules ont la capacité d’induire 

des Tregs périphériques (iTreg). Dans cette étude, des Ac spécifiques des récepteurs 

d’endocytose tels que les récepteurs lectin de type C (DEC-205 ou DNGR-1) couplés à 

l’OVA ont été injectés chez les souris Balb/c réconstituées avec des cellules T DO11.10 

(spécifiques à l’OVA). Les anticorps couplés à l’OVA seront donc phagocytés par les DCs 

via ces récepteurs et présentés ensuite aux LT DO11.10. La capacité suppressive des 

Tregs purifiés suite à l’immunisation a été testée in vitro à différentes doses dans une 
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MLR. Cette étude a montré que les Tregs  dérivés de souris immunisées avec l’Ac anti-

DEC-205-OVA ou anti-DNGR-1-OVA sont activés in vivo et ont un effet suppressif de 

manière non-spécifique à l’antigène  (Mahnke et al. 2003; Joffre et al. 2010). De plus, 

les DCs CD8+ et CD103+ liées aux tissus lymphoïdes associés à l'intestin (GALT) ont 

également un rôle très important dans la tolérance par l’induction de la différenciation 

de novo des Tregs de manière dépendente du TGF-β et de l’acide rétinoïque (Coombes 

et al. 2007).  

Bien que les sous-types de DCs aient un rôle important dans l’induction des 

Tregs, ce rôle n’est pas exclusif. Il a été montré que la déficience en DCs CD8+ et 

CD103+ chez la souris , ne modifie pas  les niveaux des Tregs intestinaux, ce que 

suggère la  présence d’autres cellules présentatrices d’antigènes impliquées aussi dans 

la génération de Tregs (Edelson et al. 2010). 

(Tableau 2) 

 

5.3.2 DC CD11b+ 

 

Le rôle des DCs CD11b+ dans la tolérance a été difficilement identifié. Quelques 

études ont montré leur capacité à réguler l’homéostasie des Tregs dans la peau. Sous 

conditions inflammatoires les DCs CD11b+ de la peau induisent les lymphocytes T 

FoxP3+ (McLachlan et al. 2009b; Guilliams et al. 2010). Cependant, l’élimination 

sélective des DCs CD11b+ chez la souris ne modifie pas la fréquence des Tregs, ce qui 

indique que ces cellules peuvent être suffisantes mais ne sont pas nécessaires pour 

l’homéostasie des Tregs (Lewis et al. 2011b). 

(Tableau 2) 

5.3.3 pDCs 

 

Bien que l'implication des cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) dans la 

présentation des antigènes aux lymphocytes T soit un sujet de discussion, il semblerait 

que la présentation d'antigènes par le CMH de classe II par les pDC favorise l’expansion 

des Tregs et donc la protection à l’encéphalomyélite auto-immune (EAE). Le gène 

codant pour la protéine « class II, major histocompatibility complex, transactivator » 
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(CIITA), qui régule l’expression du CMH de classe II au niveau qualitatif et quantitatif, 

est sous le contrôle de promoteurs spécifiques du type cellulaire (pI, pIII et pIV). Le pIII 

permet son expression dans les pDCs alors que le pI est spécifique des cDCs et le pIV 

est spécifique des TECs. Cette spécificité a permis la création et l’utilisation de souris 

chimères pIII+pIV-/- :WT (souris WT irradiées de façon létale et reconstituées avec la 

moelle osseuse de souris pIII+pIV-/-) pour étudier le rôle de la présentation d’antigènes 

à travers le CMH de classe II par les pDCs. Cette étude a démontré que les souris 

déficientes pour le CMH de classe II spécifiquement dans les pDCs développent l’EAE 

de manière exacerbée. Après l’induction de l’EAE, les pDCs sont recrutées dans les 

ganglions lymphatiques et établissent la présentation de l’antigène « myelin 

oligodendrocyte glycoprotein » (MOG) aux lymphocytes T CD4+. Cette interaction 

induit la prolifération sélective des lymphocytes Tregs spécifiques de MOG qui vont 

supprimer la réponse T CD4+ auto-immune (Irla et al. 2010). En outre, l’équipe de Jordi 

C. Ochando a montré que les cellules jouent un rôle dans la tolérance à l’allogreffe 

cardiaque vascularisée par l’intermédiaire des Tregs. Les pDCs tolérants acquièrent les 

antigènes dans l’allogreffe et migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques pour 

présenter les alloantigènes et induire la géneration de cellules Tregs 

(CCR4+CD4+CD25+FoxP3+). Cette étude démontre que la déplétion des pDCs a inhibé le 

développement des cellules Tregs périphériques et l’induction de la tolérance, alors 

que le transfert adoptif des pDCs tolérogènes induit un développement de Tregs et 

une survie prolongée du greffon (Jordi C. Ochando et al. 2006). 

Egalement, plusieurs études in vitro ont montré que les pDC humaines peuvent 

être utilisées comme outils pour l'induction de Tregs. Les pDC résidant du thymus ont 

la capacité ex vivo d’induire la génération de Tregs (Martín-Gayo et al. 2010) tout 

comme les pDCs isolées du sang (Moseman et al. 2004).  

(Tableau 2) 

 

 

 

 

 

35



                                                                                                                                                   Introduction 

                                                                                                                               I.   Cellules Dendritiques 

 

 

Induction des lymphocytes Tregs  par les DCs 

cDCs CD8+ souris 
cDCs 103+ souris 

Différenciation de novo des Tregs de manière 
dépendante du TGF-β 

CD11b+ souris (peau) Régulation de l’homéostasie des Tregs   

pDCs souris 
pDCs humaines (Résidant du thymus et 
isolées du sang) 

Induction de la génération des Tregs 

 

Tableau 2. Induction des lymphocytes Tregs par les DCs. 

 

5.4 DCs tolérogènes en transplantation 

5.4.1 Rejet de greffe 

 

Aujourd'hui, la transplantation constitue un traitement thérapeutique très 

efficace pour remplacer le dysfonctionnement d’organes vitaux. Ils existent différents 

types de greffes définies par le degré d’identité génétique entre le donneur et le 

récepteur : les greffes syngéniques, réalisées entre individus génétiquement 

identiques, les greffes allogéniques, réalisé entre individus génétiquement différents 

mais de la même espèce, et la xénogreffe réalisée entre espèces différentes. 

A l’heure actuelle, les greffes allogéniques sont les plus communes en 

transplantation. Le système immunitaire du receveur, qui est capable de distinguer le 

« soi » du « non soi », entraîne une réponse immunitaire qui vise à détruire les organes 

provenant des individus génétiquement différents.   

Dans le cadre du rejet d’allogreffe, deux mécanismes immunologiques principaux ont 

été décrits : une réponse innée non spécifique, avec des signaux pro-inflammatoires 

qui jouent un rôle important; et une réponse adaptative liée à la présentation des 

antigènes du donneur aux cellules T naïves alloréactives au niveau des ganglions 

lymphatiques, et donc à l’induction de cellules T effectrices qui, en retour, migrent vers 

la greffe. Ils existent trois voies de présentation d’alloantigènes différentes (J. C. 

Ochando, Krieger, and Bromberg 2006; Afzali, Lombardi, and Lechler 2008): 

 

o Directe. Après la transplantation, les DCs du donneur sont activées au sein du 

greffon par des signaux pro-inflammatoires comme l’IL1-β, le TNF-α et le CD40. 

Ces DCs vont migrer ensuite vers les organes lymphoïdes drainants où ils vont 
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présenter les antigènes du donneur via le CMH de classe I et II aux 

lymphocytes T naïfs. Il existe donc, des lymphocytes T capables de reconnaître 

par mimétisme moléculaire des CMHs du non soi de façon dépendante ou non 

des peptides. 

 

o Indirecte. Les DCs du donneur peuvent migrer très rapidement du greffon vers 

les organes lymphoïdes drainants où ils meurent. Ces cellules vont être, une 

source d’alloantigènes pour les cellules présentatrices d’antigènes (APCs) du 

receveur, notamment les DCs, qui vont capter, traiter et présenter les 

antigènes par le CMH de classe II aux cellules T CD4+. 

 

o Semi directe. Dans cette voie les APCs du receveur acquièrent des complexes 

CMH-peptides provenant des APCs du donneur par contact direct entre les 

cellules, ou à travers l’absorption de vésicules appelées exosomes libérées au 

niveau extracellulaire. Cette voie permet à la fois l’activation des lymphocytes 

T CD4+ et CD8+. 

 

Trois types différents de rejet sont décrits dans la littérature : 

 

o Le rejet hyper-aigu (quelques minutes ou quelques heures après la greffe) 

caractérisé par la présence des anticorps spécifiques des antigènes du sang 

ABO ou des antigènes du CMH du donneur qui vont se fixer aux cellules 

endothéliales du greffon et les lyser de manière dépendant du complément. 

 

o Le rejet aigu (dans les premiers jours après la greffe) caractérisé par une 

réponse cellulaire principalement due aux lymphocytes T, lié à la présentation 

directe et indirecte (Lechler and Batchelor 1982) et également à la réponse 

humorale (Sayegh and Colvin 2003) par activation du complément (Pratt, 

Basheer, and Sacks 2002), ou des anticorps spécifiques d’antigènes du donneur 

(Brändle et al. 1998). 
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o Le rejet chronique (des mois à des années après la greffe) caractérisé par une 

perte progressive de la fonctionnalité du greffon lié à l’artériosclérose des 

vaisseaux sanguins et à une fibrose du parenchyme du greffon (Libby and Pober 

2001). Plusieurs facteurs sont impliqués dans ce rejet, mais les mécanismes ne 

sont pas encore bien définis.  

 

Des traitements immunosuppresseurs ont été mis en place. Ils sont capables de 

contrôler le rejet aigu mais sont beaucoup moins efficaces sur le rejet chronique. La 

recherche d’autres mécanismes thérapeutiques capables de contrôler le rejet de greffe 

ouvre un nouvel axe où plusieurs études basées sur l’application de DCs tolérogènes 

ont été mis en place.   

 

5.4.2 Génération des DCs tolérogènes ex vivo et leur potentiel 

thérapeutique. 

 

Dans la littérature plusieurs propriétés des DCs tolérogènes générées ex vivo 

ont été décrites. Ces cellules présentent une faible expression du CMH, des molécules 

de co-stimulation CD80 et CD86, et du marqueur d’activation CD40. Elles sont 

également résistantes à la maturation et ont un faible potentiel d’activation des 

cellules T naïves. En revanche, elles expriment très fortement l’IL-10 et éventuellement 

favorisent la prolifération des lymphocytes Tregs (Moreau et al. 2016).  

Elles sont générées à partir des monocytes sanguins CD14+ chez l’homme, des 

précurseurs de la moelle osseuse chez le rongeurs, et des cellules CD34+ chez les 

primates non humains (Moreau et al. 2016). Ces précurseurs sont cultivés en présence 

de GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) à faible dose (Lutz et 

al. 2000), et éventuellement avec l’IL-4, l’IL-10 et le TGF-β (Torres-Aguilar et al. 2010), 

ou des drogues comme la vitamine-D3, la rapamycine, ou le dexaméthasone (Penna 

and Adorini 2000; Turnquist et al. 2007; Woltman et al. 2000). Les DCs traitées avec de 

la Vit-D3 empêchent par exemple le « priming » de des cellules T et induisent 

l’apoptose des cellules T effectrices (Nikolic and Roep 2013). Ces cellules favorisent 

également l’induction de cellules T régulatrices spécifiques de l’antigène via la 
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rééducation des DCs matures pro-inflammatoires en DCs ayant des propriétés 

immunomodulatrices (Kleijwegt et al. 2011).     

Il existe d’autres alternatives génétiques pour la génération des DCs 

tolérogènes ex-vivo, comme l’utilisation des oligonucléotides antisens dirigés contre 

les gènes codant pour le CD40, le CD80 et le CD86. Dans un modèle de diabètes chez la 

souris, le transfert de DCs traitées avec ces oligonucléotides confère une protection 

contre le diabète en induisant la prolifération et la survie des cellules Tregs (Machen et 

al. 2004). 

Chez l’animal plusieurs modèles de transplantation ont été mis en place dans le 

but de tester le potentiel thérapeutique des DCs tolérogènes. Dans un premier temps, 

il a été montré que le transfert de progéniteurs des DCs provenant du donneur 

prolongeait la survie du greffon chez les receveurs dans un modèle d’allogreffe 

cardiaque hétérotopique chez la souris (Fu et al. 1996). Chez les primates, nombreuses 

études ont montré également leur potentiel thérapeutique dans des modèles de 

transplantation. Par exemple, chez le macaque, le transfert de DCs dérivées à partir de 

monocytes du donneur et en présence de VitD3 et IL-10 une semaine avant une greffe 

rénale prolonge la survie du greffon (Ezzelarab et al. 2013). Cependant, il a été montré 

chez la souris, la supériorité des DCs tolérogènes dérivés du propre receveur pour 

prolonger la survie de l’allogreffe cardiaque par rapport aux DCs tolérogènes dérivés 

du donneur (Pêche et al. 2005). 

Chez l’homme, plusieurs essais cliniques ont testé les effets de l’administration 

des DCs tolérogènes autologues chez des patients souffrant de maladies auto-

immunes. Aucun effet secondaire majeur n’a été rapporté après l’administration des 

DCs tolérogènes par voie intradermique chez des patients souffrant de diabète de type 

I (Giannoukakis et al. 2011), ou par voie intrapéritonéale chez des patients présentant 

une maladie de Crohn (Jauregui-Amezaga et al. 2015). Dans le contexte de la 

transplantation, notre équipe fait parti du consortium européen « ONE Study » afin 

d’évaluer la sécurité et la faisabilité (essai clinique phase I et II) de l’utilisation des DCs 

tolérogènes autologues (ATDC) en transplantation rénale. 
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II. C-type lectin receptors 

1. Généralités et structure 

 

 Les « C-type Lectins Receptors » (CLRs) ont été originalement définis comme 

une famille de récepteurs solubles et transmembranaires caractérisés par la 

reconnaissance des carbohydrates par leur domaine extracellulaire, le « carbohydrate 

recognition  domain » (CRD). Le CRD est un motif d’acides aminés avec une structure 

très conservée. Ces acides aminés forment deux boucles protéiques stabilisées par 

deux ponts disulfures à la base de chaque boucle. La liaison entre les cystéines 1 et 4 

permet la formation de la première boucle, le « whole domain loop », alors que la 

liaison entre les cystéines 2 et 3 permet la formation d’une deuxième boucle, le « long 

loop region », qui est plus flexible et contient le site de liaison aux ligands (Zelensky 

and Gready 2005) (Figure 8). 

 

Figure 8. Structure du domaine CRD.                                

D’après Zelensky and Gready (Zelensky and Gready 2005). 

 

Cette structure comprend 4 sites de fixation du calcium (Ca2+), mais c’est le site 

2 qui est important dans la reconnaissance du carbohydrate (Figure 9). Ce site contient 

2 acides aminés avec des chaînes latérales carbonyles qui, en présence du calcium, 

forment une liaison hydrogène avec des monosaccharides spécifiques. Par exemple, le 

motif « EPN » (Glu-Pro-Asn) est spécifique des ligands composés de mannose, tandis 

que le motif « QPD » (Gln-Pro-Asp) est spécifique des ligands composés de galactose 

(Zelensky and Gready 2005). 
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Figure 9. Structure du domaine CRD.                                

D’après Zelensky and Gready (Zelensky and Gready 2005). 

 

Des domaines homologues aux CRD, capables de reconnaitre des molécules 

comme les lipides ou des protéines autres que des carbohydrates, ont aussi été mis en 

évidence. Ces domaines sont connus comme étant des  « C-type lectin-like domains » 

(CTLDs) et font partie des  « C-type lectin-like receptors » (CTLRs) (Zelensky and Gready 

2005). 

Au cours de l’année 1993, Drickamer a classé les CTLRs connus jusqu’à présent 

en 7 groupes (I - VII) différents. Dans les années 2000, la classification a été actualisée 

avec l’addition de 10 groupes supplémentaires (VIII – XVII). Cette classification est 

basée sur la systématique phylogénique ou sur l’architecture des protéines que 

contiennent les CTLD, et est un outil très important pour l’étude de l’évolution des 

CTLD (Zelensky and Gready 2005) (Tableau 3). 

 

Group Structural description 

I Lecticans 

Large extracellular proteoglycans containing mainly chondroitin sulfate side chains. Historically divided 

into three globular domains (N-terminal G1 and G2, and a C-terminal G3) and a central extended region to 

which glycosaminoglycan chains are attached. G1 and G2 contain 2–4 Link type CTLDs, while G3 contains a 

canonical CTLD. 

II 

Asialoglycoprotein 

and 

DC receptors 

Type II transmembrane proteins containing a short cytoplasmic tail, a transmembrane domain, an 

extracellular stalk region, and Ca2+/carbohydrate binding CTLD. Length of stalk region, involved in 

oligomerization, varies greatly among different members. Large and heterogeneous group, significantly 

expanded recently. 

III Collectins 
Soluble CTLDcps that contain a collagen domain and function as the first line of the innate immune 

defense. 

IV Selectins Type I transmembrane proteins containing CTLD, EGF and 2–9 complement control protein (CCP) domains. 
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Group Structural description 

V ‘NK – cell receptors’ 

Non-Ca2+-binding type II transmembrane CTLDcps. Despite the common group definition of ‘type II NK 

cell receptors’, many are not (exclusively) expressed by NK cells: CD72 is expressed on B-cells; CD69 on 

various hematopoietic cells; KLRG1/MAFA on basophils and NK cells; LOX-1 on vascular endothelial cells; 

DCAL1, CLEC-1, KLRL1 on dendritic cells; Dectin-1 on macrophages and dendritic cells; MDL-1 exclusively 

on monocytes and macrophages; and CLEC-2 in liver. 

VI Multi-CTLD 

endocytic 

receptors 

Type I transmembrane proteins with an N-terminal ricin-like domain, a fibronectin type 2 domain and 8 

or 10 (Dec205) CTLDs in the extracellular domain, and a short cytoplasmic domain. 

VII Reg group 
CTLD preceded by a short N-terminal peptide. In the initial classification this group included all other 

soluble single-CTLD proteins. 

VIII Chondrolectin, 

Layilin 
Type I transmembrane proteins with a single CTLD. 

IX Tetranectin 

Soluble proteins with a long N-terminal a-helical domain involved in coiled-coil formation. This structure 

resembles the structure of the C-terminal domain of collectins. SCGF also contains an N-terminal mucin-

like Ser/Thr rich region. 

X Polycystin 1 

Large multidomain protein with 11 membrane-spanning regions, thought to be involved in cell-cell or 

cell–matrix interactions. The extracellular domain of PKD1 is 3000 amino acids long and contains 16 PKD 

domains, which have an Ig-like fold, a leucine-rich repeat domain, a putative carbohydrate-binding WSC 

domain, a CTLD and a domain homologous to the sea urchin receptor egg jelly protein 1 (suREJ1). 

XI Attractin 

Glycoprotein expressed in transmembrane or soluble form due to alternative splicing; contains a CUB 

domain (found in many developmentally regulated proteins), four EGF-like domains, and four PSI 

domains (found in plexins, semaphorins and integrins). 

XII Eosinophil major 

basic 

protein (EMBP) 

Soluble protein containing a highly basic CTLD and an acidic pro-peptide, which is cleaved off in the 

active form. 

XIII DGCR2 Type I transmembrane protein containing vWF, CTLD and LDL domains in extracellular region. 

XIV Thrombomodulin 

Type I transmembrane proteins with a short intracellular domain and an extracellular part that includes 

a CTLD, a domain referred to as hydrophobic or sushi-like, one or more EGF domains, and low 

complexity Ser/Thr-rich regions, which are targets for O-glycosylation. 

XV Bimlec Type I transmembrane protein with neck region and CTLD in extracellular region. 

XVI SEEC 

Souble protein containing SCP, EGF, EGF and CTLD domains (SEEC). The sperm-coating glycoprotein (SCP) 

domain, which is present in organisms from yeast and plants to mammals, but whose function is 

unknown, is rarely observed in combination with other domains in proteins. SCP/CTLD combination is 

observed in only one other known protein – Nowa from hydra. 

XVII 

CBCP/Frem1/QBRICK 

Large proteoglycan (2100 residues) containing a set of chondroitin sulphate proteoglycan (CSPG) repeats 

(homologous to the NG2 ectodomain), a calcium-binding Calx-b domain and a CTLD. CBCP (Calx-b and 

CTLD containing Protein) 

 

Tableau 3. Classification des CTLRs. 

Modifié d’après Zelensky and Gready (Zelensky and Gready 2005)  

 

2. Fonction et classification 

 

 Les CTLRs myéloïdes constituent une famille des récepteurs cruciaux dans la 

reconnaissance d’une grande variété de ligands du soi ou du non soi, et donc dans la 

réponse immunitaire associée.  

Ils sont très connus pour leur capacité à reconnaître des ligands provenant des 

pathogènes, les PAMPs. Mais de façon très intéressante, les CTLRs ont aussi la capacité 
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de reconnaître des ligands endogènes altérés provenant par exemples de cellules 

tumorales, et aussi des ligands associés au dommage cellulaire, les DAMPs. 

Le réseau de signalisation est dépendent non seulement du récepteur, mais 

aussi de la nature, de la densité et de l’architecture du ligand. Les propriétés du ligand 

vont affecter la capacité d’internalisation du récepteur et le trafic intracellulaire, et par 

conséquent la signalisation induite par le récepteur (Iborra and Sancho 2015). 

Les CTLRs sont exprimés majoritairement par les cellules de la lignée myéloïde 

telles que les monocytes, macrophages, granulocytes et cellules dendritiques. 

Cependant, certains d’entre-eux sont également exprimés par les cellules 

endothéliales. De façon dépendante de l’interaction récepteur-ligand et du type 

cellulaire impliqué, ces récepteurs vont induire  différents types de réponses:  

 

o  Contrôle de l’activité microbicide (p. ex : l’activation de Mincle suite à la 

reconnaissance de Malasezzia pachidermatie induit dans les macrophages 

l’expression de cytokines et chimiokines  telles que le TNF-α, IL-6, CXCL2 et 

CXCL-1 impliquées dans la réponse immunitaire innée contre le pathogène 

(Yamasaki et al. 2009)). 

 

o  Régulation de l’homéostasie et de l’élimination des cellules apoptotiques (p. 

ex : DCIR 2 (Clec4a4) est un récepteur régulateur de l’activation des cDCs CD8α- 

capable d’inhiber l’inflammation et la réponse immunitaire des cellules T. 

Kutsuaki Sato et son équipe ont montré le rôle de DCIR dans l’inhibition des 

réponses Th1 et Th17 dans un modèle d’encéphalomyélite chez la souris. Les 

souris Clec4a4-/- montrent une progression de la maladie beaucoup plus 

importante que les souris WT. Ainsi, les cellules T spécifiques à l’antigène 

d’immunisation « oligodendrocyte glycprotein peptide » (MOGp) provenant 

des souris Clec4a4-/-  montrent une plus forte prolifération et production des 

cytokines IL-17 et IFN-γ. Cette étude a mis en évidence que la déficience de 

DCIR exacerbe le développement de cette maladie autoimmune induite par les 

cellules T par une excessive activation des cDCs CD8α-   (Uto et al. 2016)). 

 

43



                                                                                                                                                    Introduction 

                                                                                                                           II.   C-type lectin receptors 

 

o  Polarisation de la réponse immune adaptative à partir de la sécrétion de 

cytokines et chimiokines (p. ex : Dectin-1 induit la polarisation des Th vers les 

Th17 suite à la reconnaissance des  β-glucans présentés par Candida albicans 

par l’induction des cytokines comme IL-12p40,  l’IL-23, IL-6 et IL-1β 

(LeibundGut-Landmann et al. 2007a)). 

 

o  Adhésion cellulaire (p.ex : DC-SIGN reconnaît ICAM-2 et permet la migration  

trans-endothéliale des cellules (T. B. Geijtenbeek et al. 2000)). 

 

Les CLRs myéloïdes ont été classés dans trois catégories différentes selon leurs 

domaines intracytoplasmiques: 

 

2.1 CLRs couplés à « Spleen Tyrosine Kinase » (SYK) 

 

Les CLRs peuvent se coupler à Syk de deux manières différentes : d’une 

manière indirecte, par l’association avec des adaptateurs comme le « Fc receptor γ 

chain » (FcRγ) ou DAP-12 qui contiennent les domaines « Immunoreceptor Tyrosine-

based Activatory Motif » (ITAM) capables de recruter Syk ; ou directe, par la présence 

d’un domaine intracytoplasmique hemITAM (qui contient une seule tyrosine). La 

séquence du domaine ITAM est YxxI/Lx(6-12)YxxI/L. La liaison du récepteur à son ligand 

permet le regroupement des récepteurs et la phosphorylation des tyrosines qui 

induisent l’adhésion de Syk par son domaine SH2 et par conséquent sa 

phosphorylation et son activation (Tsang et al. 2008). 

  Les voies de signalisation après l’activation de Syk constituent un grand réseau 

modulateur de la réponse immunitaire innée et adaptative (Plato, Willment, and 

Brown 2013b) et incluent: 

 

-  L’activation des MAPKs qui permettent la modification de la transcription de 

différents gènes, la réorganisation de l’actine qui constitue le cytosquelette 

cellulaire à travers l’activation des enzymes Rac et Rho GTPase, et l’activation 
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des facteurs de transcription, « Nuclear factor kappa B » (NF-кB) et « Nuclear 

factor of activated T-cells » (NFAT) à partir de plusieurs voies différentes.  

 

- L’activation de la kinase « Phosphatidyl inositol-3.4.5-triphosphate » (PI3K) qui 

active ensuite l’enzyme « Phospholipase Cγ2 » (PLCγ2) ce qui génère le 

« Inositol triphosphate » (IP3) et le « diacylglycerol » (DAG). Ces molécules sont 

importantes pour la mobilisation du Ca2+ vers le cytosol et pour l’activation des 

protéines kinases C (PKC). La PKC va activer le NF-кB via le complexe Card 9 

important dans l’induction d’expression de certaines cytokines et chimiokines 

impliquées la réponse immunitaire. 

 

Dans ce sous-groupe  sont inclus les CLRs avec un domaine HemITAM (Dectin-1, 

CLEC-2, DNGR-1 et SIGN-R3) et les CLR couplés à d’autres molécules avec des 

domaines ITAM (Dectin-2, hBDCA-2, mDCAR, mDCAR1, Mincle et MDL-1). 

 

o DECTIN-1 

 

« Dendritic-cell-associated C-type lectin 1 » (Dectin-1) est un CLR exprimé par 

les cellules dendritiques, monocytes, macrophages, neutrophiles et lymphocytes T γδ 

chez la souris (Taylor et al. 2002; Martin et al. 2009). Chez l’homme, Dectin-1 a un 

profil d’expression similaire, mais est également exprimé par les lymphocytes B, 

éosinophiles et mastocytes (Willment et al. 2005; Olynych, Jakeman, and Marshall 

2006). Dectin-1, par son CTLD, reconnaît de façon indépendante du Ca2+, des ligands β-

glucanes présents sur les membranes cellulaires des bactéries et champignons, et aussi 

des ligands du soi exprimés par les lymphocytes T non identifiés (Palma et al. 2006; 

Ariizumi et al. 2000) ou par d’autres types de cellules comme par exemple la protéine 

Galectin 9 exprimée par l’adénocarcinome du pancréas  (Daley et al. 2017). 

Plusieurs études ont été réalisées dans le but d’illustrer les  possibles voies de 

signalisation liées à leurs domaines cytoplasmiques (Figure 10). Le réseau d’activation 

est dépendant du ligand et induit la maturation et l’expression des cytokines et 

chimiokines spécifiques des réponses immunitaires innée et adaptative dans les DCs.  
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Le CTLD est connecté par une région tige au domaine transmembranaire, lui-

même connecté à la région cytoplasmique composé de deux motifs différents, le motif 

tri-acide (DED) suivi du motif hemITAM (YxxL/I).  

Une première voie classique d’activation du NFкB a été montrée. La protéine 

kinase Syk est recrutée par deux récepteurs phosphorylés au niveau de la seule 

tyrosine présente dans le motif hemITAM. L’activation de Syk recrute le complexe 

CARD9/Bcl10/Malt-1 au niveau de la membrane, ou au niveau des phagosomes qui 

contiennent des particules des pathogènes ce qui induit l’activation du complexe IкB 

Kinase (IKK) (composé de trois sous-unités, l’IKKα, I’IKKβ et l’IKKγ) (Rosas et al. 2008; 

Hernanz-Falcón et al. 2009; Goodridge et al. 2009). Le complexe IKK phosphoryle 

ensuite l’inhibiteur du facteur de transcription NFкB (IкBα) et induit sa dégradation par 

le protéasome. La dégradation de l’inhibiteur du NFкB permet sa libération et son 

entrée ultérieure dans le noyau (Gross et al. 2006). Les protéines CARD9 et Bcl10 sont 

impliquées dans l’activation du NFкB sous forme de dimère p65 (RelA)/p50, alors que 

Malt-1 est impliquée dans l’activation du NFкB sous forme de dimère c-Rel/p50 

(Gringhuis et al. 2011). 

Une deuxième voie non classique d’activation du NFкB a également été 

montrée. Dans cette voie, l’activation de Syk implique le « NFкBI inducing Kinase » 

(NIK) et le complexe IKKα qui permettent la protéolyse de p-100 à p-52, et ainsi la 

translocation au niveau du noyau du NFкB sous forme de dimère Rel-B/p52 (Gringhuis, 

den Dunnen, Litjens, van der Vlist, Wevers, et al. 2009a). 

La forme dimère du facteur de transcription NFкB détermine l’affinité aux 

différents promoteurs et donc l’expression ou la répression des différents gènes 

impliqués dans la réponse immunitaire. Les dimères classiques p65/p50 et c-Rel/p50 

induisent l’expression des cytokines polarisantes Th1 et Th17, l’IL-12p35, l’IL-6 et l’IL-

23p19. Cependant, le dimère non classique Rel-B/p52 réprime l’expression d’IL-12p40 

et l’IL-1β aussi importants dans cette même polarisation.   

La répression des gènes par le dimère Rel-B/p52 est régulée par Dectin-1 à 

travers d’une autre voie de signalisation liée à la protéine Kinase Raf-1. Cette voie 

d’activation qui est indépendante de la protéine Kinase Syk, intervient au niveau du 

facteur de transcription NF-кB activé par d’autres voies dépendantes de Syk. Raf-1 

46



                                                                                                                                                    Introduction 

                                                                                                                           II.   C-type lectin receptors 

 

induit une phosphorylation sélective (Serine 276) qui permet successivement 

l’acétylation de la sous-unité p65 du NF-кB (Gringhuis et al. 2007a; Gringhuis, den 

Dunnen, Litjens, van der Vlist, Wevers, et al. 2009). L’acétylation du p65 permet 

d’enlever la sous-unité RelB du dimère répresseur RelB/p52, et la formation d’un 

dimère inactif RelB/p65, incapable de s’hybrider à l’ADN, et permet donc d’enlever la 

répression des gènes IL-12p40 et d’IL-1β importantes dans la polarisation des Th17 

(Gringhuis, den Dunnen, Litjens, van der Vlist, Wevers, et al. 2009a). 

 Plusieurs études ont montré la capacité de Dectin-1 à induire des voies de 

signalisation immunomodulatrices de la réponse inflammatoire, notamment la 

réponse Th17. La régulation d’IL-1β est donc un mécanisme important dans le contrôle 

de la réponse Th17. L’expression d’IL-1β n’est pas seulement contrôlée par les divers 

dimères du NFкB, mais aussi par la signalisation liée au récepteur de l’IFN-β, l’IFNAR. La 

reconnaissance des β-glucans présentés par Candida albicans induit l’activation de 

« Syk-dependent interferon-regulatory factor 5 » (IRF5) responsable de l’expression 

d’IFN-β. La reconnaissance d’IFN-β par IFNAR induit la régulation négative d’IL-1β et 

favorise l’expression d’IL-27 impliquée dans l’inhibition des Th17 (del Fresno et al. 

2013).  

Un autre mécanisme de régulation d’IL-1β a été décrit dans la littérature. 

L’activation de Dectin-1 par les β-Glucans présentés par les pathogènes fongiques, 

induit l’activation de la Caspase 1 ou Caspase 8. Cette activation est dépendante ou 

non de l’internalisation du pathogène respectivement. Ces Caspases, qui font partie de 

l’inflamasome NLRP3, prennent en charge le clivage de la pro-IL-1β vers sa forme 

active IL-1β (Gringhuis et al. 2012; Ganesan et al. 2014). 
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Figure 10. Signalisation de Dectin-1 dans la réponse Th. 

D’après Geijtenbeek and Gringhuis (Geijtenbeek and Gringhuis 2016). 

 

Dectin-1 est un récepteur capable d’intégrer plusieurs voies de signalisation 

dépendantes ou non de Syk. Cette intégration confère aux DCs les compétences 

nécessaires pour l’activation et polarisation des lymphocytes Th CD4+, et aussi pour 

l’activation des lymphocytes cytotoxiques T CD8+. Il a été montré in vitro la capacité de 

Dectin-1 à induire la maturation des DCs après stimulation avec le ligand curdlan. Cette 

activation favorise la polarisation des Th vers les Th17 par l’induction d’IL-23, IL-6. En 

outre, l’infection des souris avec Candida albicans induit une réponse Th17 

(LeibundGut-Landmann et al. 2007a). Il a également été montré in vivo que l’infection 

des souris avec Aspergillus fumigatus inhibe la réponse Th1 ce que favorise la 

polarisation de la réponse Th vers les Th17 (Rivera et al. 2011a). 
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 Dectin-1 est un récepteur aussi important dans la réponse T CD8+ cytotoxique. 

Une étude a montré que les DCs stimulées avec le ligand curdlan induisent l’expansion 

in vitro des cellules T cytotoxiques. Cette induction est dépendante de l’IL-12p70 

produite par les DCs activées en réponse à l’IFN-γ produit par les cellules T CD8+ 

cytotoxiques. En outre, les souris immunisées avec le curdlan et les cellules tumorales 

(mélanome B16 exprimant de la protéine OVA) étaient protégées contre le 

développement de la tumeur (Leibundgut-Landmann et al. 2008a).   

 La capacité de la signalisation de Dectin-1 à activer NF-κB est aussi dépendante 

du type de cellules myéloïdes. Les cellules dendritiques (DCs) dérivées des 

progéniteurs provenant de la moelle osseuse cultivés in vitro en présence de GM-CSF 

sont activées par les agonistes β-glucanes du Dectin-1. En revanche, celles qui ont été 

cultivées en présence de Flt3L et les macrophages cultivés en présence de GM-CSF ne 

sont pas stimulés par les agonistes du Dectin-1. Ces différences peuvent être 

attribuées à l’expression de CARD9 et/ou aux autres molécules impliquées dans les 

voies de signalisation. Cependant, le prétraitement des macrophages avec GM-CSF et 

IFN-γ favorise la réponse induite par Dectin-1 sans modifier l’expression de CARD-9, ce 

qui suggère l’implication d’autres facteurs activateurs et inhibiteurs combinés dans 

l’activation du récepteur (Goodridge et al. 2009). 

 

o MINCLE 

 

Le « Macrophage-inducible C-type lectin » (Mincle) est faiblement exprimé par 

les macrophages, neutrophiles et cellules dendritiques, mais il est augmenté suite à 

une activation par des cytokines pro-inflammatoires et des ligands des TLRs (Yamasaki 

et al. 2008).  

Par des analyses d’alignement et de comparaisons de séquences provenant de 

l’homme, de la souris et du rat, la présence d’un résidu d’arginine très conservé dans le 

domaine transmembranaire de Mincle a été mis en évidence. Ce résidu est 

responsable de l’association de Mincle avec la chaîne transmembranaire du FcRγ, et 

donc de la formation d’un complexe stable et fonctionnel au niveau de la surface 

cellulaire (Yamasaki et al. 2008). Mincle peut être aussi partiellement dépendant d’un 
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autre CLR, le « Macrophage-restricted C-type lectin » (MCL), qui contrôle l’expression 

de Mincle à la surface cellulaire par la formation d’hétérocomplexes stables. 

Cependant, l’activation de Mincle reste indépendante du MCL (Lobato-Pascual et al. 

2013; Wevers et al. 2014).  

 Mincle contient un domaine très conservé de reconnaissance aux 

carbohydrates dépendant du Ca2+. Par son motif EPN (Glu-Pro-Asn), il reconnaît des 

ligands α-mannose provenant d’espèces fongiques comme Malasezzia, Candida 

albicans ou Fonsecaea Petrosi.  Mincle a donc un rôle très important dans la défense 

contre ces pathogènes à l’aide du domaine ITAM présent dans la chaîne FcRγ. 

L’activation de Mincle suite à la reconnaissance de Malasezzia pachidermatie induit 

une sur-expression de Mincle dans les macrophages, mais aussi l’expression de 

cytokines et chimiokines comme TNF-α, IL-6, CXCL2 et CXCL-1 impliquées dans la 

réponse immunitaire innée contre le pathogène (Bugarcic et al. 2008; Yamasaki et al. 

2008; Wells et al. 2008). 

 Egalement, il a été montré dans la littérature le rôle de Mincle dans l’activation 

des cellules présentatrices d’antigènes, notamment les DCs, et par conséquent dans le 

priming et la polarisation de la réponse immunitaire T. Mincle reconnaît un composant 

de la paroi cellulaire de Mycobacterium tuberculosis, le glycolipide Threhalose-6,6’-

dymicolate (TDM) (appelé aussi « mycobacterialcord factor ») (Ishikawa et al. 2009). La 

reconnaissance de TDM et son analogue, Threhalose-6,6’-dibehenate (TDB), par Mincle 

est capable d’induire l’activation du NFкB dans les macrophages et cellules 

dendritiques. Cette activation se fait via la chaine FcRY et plus particulièrement Syk et 

le complexe Card9. Elle est responsable de la surexpression du CMH-II et des 

molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86 dans les cellules dendritiques et de 

l’augmentation de la production d’oxygène nitrique. Elle entraine aussi la production 

de cytokines pro-inflammatoires comme IL-1β, IL-6, IL-12p40, IL-12p70, IL-23p19 qui 

polarisent la réponse Th vers les Th1 et Th17 (Ishikawa et al. 2009; Werninghaus et al. 

2009; Schoenen et al. 2010). L’activation de Mincle par le TDB favorise également la 

réponse Th17 par une autre  voie de signalisation qui permet la production d’IL-1β, 

responsable de la polarisation des cellules Th vers les Th17. En effet la fixation du 

ligand sur Mincle induit l’activation du complexe inflammasome Nlrp3, qui permet 
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l’hydrolyse par la Caspase 1 de la pro-IL-1β en IL-1β (Schweneker et al. 2013) (Figure 

11). 

 De façon intéressante, il a été montré que l’interaction de la voie de 

signalisation de Mincle au niveau de la signalisation liée aux autres récepteurs comme 

Dectin-1, peut réorienter la polarisation des cellules Th.  Mincle inhibe la réponse Th1 

induite par le récepteur Dectin-1 et favorise la réponse Th2 par la suppression de 

l’expression de la sous-unité fonctionnelle de l’IL-12, l’IL-12p35, suite à la 

reconnaissance de Fonseca monophora (Wevers et al. 2014). Mincle induit l’activation 

de la « phosphoinositide 3-Kinase » (PI3K)  via FcRγ par la phosphorilation de SyK qui 

active le complexe Card9. La PI3K phosphoryle et active la « protein Kinase B » (AKT) 

qui permet l’activation et translocation au noyau de l’ubiquitine ligase E3, Mdm2. Le 

Mdm2 cible le facteur régulateur de l’INF, l’IRF1, impliqué dans la transcription du 

gène codant pour l’IL-12p35, et induit donc sa dégradation par le protéasome (Wevers 

et al. 2014). Par ailleurs, la reconnaissance d’une autre espèce, Fonseca pedrosi, est 

impliquée cette fois-ci, dans l’inhibition de la réponse Th17 induite par Dectin-2 via Syk 

qui active le complexe Card9, mais les mécanismes restent inconnus (Wüthrich et al. 

2015) (Figure 11). 
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Figure 11. Signalisation de Mincle dans la réponse Th. 

D’après Geijtenbeek and Gringhuis (Geijtenbeek and Gringhuis 2016). 

 

Mincle est aussi un important récepteur de mort cellulaire, il reconnaît le ligand 

endogène SAP-130, une ribonucléoprotéine présente dans les corps apoptotiques. La 

reconnaissance de SAP-130 est indépendante de la présence de Ca2+, ce qui suggère la 

présence d’un autre CDR non classique. La reconnaissance de SAP-130 par Mincle dans 

les macrophages induit la production de cytokines et chimiokines comme le TNF-α et le 

CXCL2 via le complexe FcRγ – SyK –Card9, ce qui conduit à l’infiltration de neutrophiles 

et à la réponse inflammatoire (Yamasaki et al. 2008) (Figure 11). 
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2.2 CLRs avec des domaines « Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory 

Motif » (ITIM) 

 

Les CLRs contenant des motifs ITIM sont souvent impliqués dans la régulation 

négative des voies activées via les domaines ITAM. Les motifs ITIM, I/V/L/SxYxxI/L/V, 

recrutent des phosphatases via la phosphorylation de la tyrosine par des kinases de la 

famille Src. Ces phosphatases vont donc réguler négativement l'activité des voies de 

signalisation. Dans de nombreux cas, les CLRs contenant des domaines ITIM sont 

associés aux  protéines tyrosine phosphatase contenant un domaine SH2, les SHP-1 et 

SHP-2. Ces protéines sont capables d'affecter directement les capacités de 

signalisation de JAK/STAT, impliqués dans l’expansion cellulaire, et la signalisation 

dépendante des motifs ITAM. SHP-1 et SHP-2 peuvent réguler également les voies 

d’activation du NF-кB dépendantes des TLR. L’hypothèse actuelle sur les mécanismes 

en jeu est que le signal ITIM pourrait réduire la collaboration synergique entre les TLRs 

et les CLRs (Plato, Willment, and Brown 2013). De plus, les protéines SHP-1 et SHP-2 

par association avec des  inositol phosphatases contenant un domaine SH2, vont 

inhiber la signalisation dépendante de PI3K (M. Sattler et al. 2001). Les CLRs vont donc 

moduler l'activation déclenchée par les récepteurs activateurs dans les cellules 

myéloïdes. 

Les CLR myéloïdes inclus dans ce sous-groupe sont hDCIR, mDcir1, mDcir2, 

MICL, MØ antigène H et Ly49Q. 

 

o DCIR  

 

Le « dendritic cell immunoreceptor » (DCIR) est une glycoprotéine 

transmembranaire de type II de 276 aa. Il contient un domaine extracellulaire classique 

de reconnaissance aux carbohydrates et un domaine cytoplasmique contenant un 

motif ITIM. DCIR reconnaît des ligands glycanes composés de mannose et/ou fucose 

(R. T. Lee et al. 2011). 
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Il est exprimé par les monocytes, macrophages, lymphocytes B, granulocytes, et 

cellules dendritiques. L’expression de DCIR dans les cellules dendritiques est diminuée 

après stimulation par le ligand de CD40, le LPS et le TNF-α, ce qui suggère que son 

expression est dépendante de l’état de maturation et d’activation des cellules 

dendritiques (Bates et al. 1999). 

 Plusieurs fonctions ont été attribuées de manière directe à DCIR. Jusqu’à 

présent, les ligands reconnus par DCIR n’ont pas été caractérisés, mais ils pourraient 

agir comme des récepteurs importants dans la captation et la propagation du virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH) (Lambert et al. 2008). La reconnaissance du VIH par 

le récepteur DCIR dans une lignée de cellules B qui co-expriment le CD4 déclenche des 

voies de signalisation qui vont impliquer, via la phosphorylation du domaine ITIM, 

l’activation des phosphatases SHP-1, SHP-2, mais aussi des kinases Syk et Src (Src, Fyn 

et Hck). Ces enzymes vont aider à l’internalisation du VIH par l’activation de la voie 

PKC-α, et les MAP Kinases (p38, and Erk1/2), (Lambert et al. 2011).  

DCIR est un médiateur également important dans la cross-présentation 

d’antigènes pour différents sous-types de cellules dendritiques comme les cellules de 

Langerhans, et les DCs myéloïdes et plasmacytoïdes du sang. Il a été montré qu’en 

réponse aux antigènes du soi comme le MART-1, et du non soi comme l’HIV gag, DCIR 

induit une augmentation de la réponse T CD8 cytotoxique (Klechevsky et al. 2010). En 

outre, chez la souris, DCIR 2 est reconnu par l’anticorps 33D1, un anticorps spécifique 

de la sous-population de cellules dendritiques CD8- impliquées dans la cross-

présentation d’antigènes (Dudziak et al. 2007b). 

DCIR a été décrit dans la littérature comme un récepteur  polyvalent caractérisé 

de façon très importante par sa capacité à inhiber les voies de signalisation liées  aux 

TLRs ou aux domaines ITAM, et par conséquent à inhiber les réponses immunitaires 

dépendantes de ces récepteurs (Figure 12).  

Plusieurs études ont montré la capacité de DCIR à inhiber les voies d’activation 

induites par les TLRs.  L’activation de DCIR par « crosslinking » avec des anticorps induit 

une rapide endocytose dans les moDCs et pDCs. Cette internalisation est dépendante 

de la clathrine et permet la localisation de DCIR dans les endosomes et lysosomes où 

sont localisés les TLRs 8 et 9. L’activation de DCIR inhibe la production d’IL-12 et de 
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TNF-α induite par l’activation du TLR-8 dans les moDCs et la production d’IFN-α induite 

par l’activation du TLR-9 dans les pDCs (Meyer-Wentrup et al. 2009a, 2008). 

L’activation du TLR-9 induit en plus une augmentation de l’expression de DCIR par les 

macrophages. L’inhibition de l’expression de DCIR par des siRNA a induit une 

augmentation de l’activation de Erk1/2, JNK1/2 et p38 suite à une stimulation avec du 

TLR-9, et par conséquent, une augmentation de la production d’IL-6 et d’IL-1β (Zhao et 

al. 2015). Ces preuves démontrent la capacité de DCIR à inhiber la réponse 

immunitaire innée induite par les TLRs. 

 Plusieurs études montrent également le rôle inhibiteur de DCIR dans la réponse 

immunitaire adaptative par inhibition de la signalisation liée aux domaines ITAM. 

Kanazawa et al. ont montré in vitro que DCIR 1 inhibe la signalisation du récepteur des 

lymphocytes B (BCR) en condition de co-expression avec un récepteur chimère (DCIR-

FcR) composé par le domaine extracellulaire FcγR-IIB spécifique de FLAG et le domaine 

intracellulaire DCIR 1 (Kanazawa et al. 2002). En outre, la déficience en DCIR 1 dans les 

BMDCs favorise l’activation de STAT5 en réponse au GM-CSF, ce qui suggère un rôle de 

DCIR dans l’homéostasie de la réponse immunitaire, à travers l’inhibition de 

l’expansion des cellules (Fujikado et al. 2008). In vivo, plusieurs études ont montré que 

la déficience en DCIR 1 chez la souris favorise l’induction de maladies auto-immunes 

comme l’encéphalomyélite, le sialadénite, l’enthésite et l’arthrite induite au collagène 

(Seno et al. 2015). En outre, DCIR 2 (Clec4a4) est un récepteur régulateur de 

l’activation des cDC CD8α- capable d’inhiber l’inflammation et la réponse immunitaire 

des cellules T. Le rôle de DCIR 2 (Clec4a4) dans l’inhibition de  la réponse Th1 et Th17 a 

été montré dans un modèle d’encéphalomyélite chez la souris. Les souris Clec4a4-/- 

montrent une progression de la maladie beaucoup plus importante que les souris WT. 

Ainsi, les cellules T spécifiques à l’antigène d’immunisation « oligodendrocyte 

glycprotein peptide » (MOGp) provenant des souris Clec4a4-/-  montrent une plus forte 

prolifération et production des cytokines IL-17 et IFN-γ. Cette étude a mis en évidence 

que la déficience de DCIR exacerbe le développement de cette maladie 

autoimmunitaire induite par les cellules T par une activation excessive des cDCs CD8α- 

(Uto et al. 2016). Par ailleurs,  Olivier Neyrolles et son équipe ont montré également le 

rôle inhibiteur de DCIR 2 dans la réponse Th1 dans un modèle infectieux avec M. 
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tuberculosis chez la souris. La déficience de DCIR empêche la signalisation de la voie de 

l’IFN de type I induite par STAT-1 (connue pour inhiber la production d’IL-12p70 dans 

les cellules myéloïdes) au niveau des DCs ce qui permet l’augmentation de la 

production d’IL-12 et de la différenciation des lymphocytes T vers les Th1, et donc un 

meilleur contrôle de l’infection par Mycobacterium tuberculosis (Troegeler et al. 2017).  

DCIR est donc un récepteur important dans la modulation de l’activation des 

cellules présentatrices d’antigènes notamment les DCs, et par conséquent, dans le 

priming et la polarisation de la réponse immunitaire T.  

 

 

 

 

Figure 12. Inhibition de la signalisation des TLRs et des récepteurs ITAM par DCIR. 

D’après  Sancho and Reis e Sousa (Sancho and Reis e Sousa 2012). 

 

2.3 CLRs sans les domaines ITAM ni ITIM 

 

Ce sous-groupe englobe les CLRs sans motif ITAM ou ITIM clair, y compris le 

récepteur de mannose, DEC-205, DC-SIGN, SIGNR1, Langerin, hMGL, mMgl1, mMgl2, 

CLEC-1, DCAL-1, MCL, LOX-1 Et LSECtin. Ces CLRs ont une activité d’endocytose et 
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peuvent servir de médiateur pour la capture d’antigènes pour le traitement et la 

présentation aux cellules T. Pour certains CLRs (par exemple, DC-SIGN), la voie de 

signalisation impliquée dans la modulation a été élucidée mais, pour la plupart, elle est 

inconnue. 

 

o DC-SIGN 

 

La molécule « DC-specifique ICAM-grabbing non integrin» (DC-SIGN or CD209) 

est exprimée principalement  par les cellules dendritiques myéloïdes, mais aussi par les  

macrophages et  les cellules endothéliales du foie. Le CDR a un motif très conservé, le 

EPN (Glu-Pro-Asn), ce qui permet sa liaison avec des glycanes à base de mannose, mais  

aussi à base de fucose comme les antigènes Lewis (Le) : LeX, LeY, LeA, LeB. Ces ligands 

sont présents dans la membrane cellulaire chez  différents pathogènes comme 

« human immunodeficiency virus » (HIV-1), « Cytomegalovirus » (CMV), 

Mycobacterium tuberculosis, E. Coli, Helicobacter pilory, Candida Albicans, dans des 

allergènes et aussi dans des ligands du soi (Lai et al. 2006).  

DC-SIGN reconnait certaines molécules du soi comme les glycoprotéines ICAM-

2 et 3 qui participent à l’adhésion intercellulaire, ce qui lui confère un rôle important 

dans la migration trans-endothéliale des DCs et dans l’interaction entre les cellules 

dendritiques et les cellules T (T. B. Geijtenbeek, Torensma, et al. 2000). 

 Son domaine intracytoplasmique comprend trois motifs différents: un premier 

avec la présence de Tyrosine, un deuxième composé par deux Leucines, et un 

troisième motif tri-acide. Une étude a montré que ces motifs sont impliqués dans 

l’internalisation rapide du récepteur suite à la reconnaissance d’un ligand soluble, et 

que les complexes récepteur-ligand sont localisés dans les endosomes et lysosomes 

tardifs suite à cette internalisation (Engering et al. 2002). DC-SIGN a été également 

localisé dans les phagosomes ; de plus, la transfection du DC-SIGN dans les cellules 

HeLa non phagocytaires, permet ensuite l’adhésion et la phagocytose d’Escheritia Coli 

(Geijtenbeek et al. 2003), (Zhang et al. 2006). DC-SIGN permet donc la reconnaissance 

et l’internalisation d’agents pathogènes grâce à un ligand spécifique qui peut être 
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soluble ou composant d’un microorganisme ce qui permet une dégradation efficace de 

ces agents  et des présentations successives d’antigènes aux cellules T. 

Plusieurs études ont été faites dans le but de comprendre les mécanismes de 

signalisation liés à l’activation de DC-SIGN (Figure 13 et 14).  

Une étude a montré que la signalisation après l’activation du DC-SIGN, par le 

VIH-1 ou par des anticorps spécifiques du domaine extracellulaire, nécessite la 

présence de Tyrosine dans son domaine intracytoplasmique. Cette signalisation 

implique LARG, un « guanine nucleotide-exchange factor » (GEF), qui induit l’activation 

de la protéine Rho-GTPase. Le complexe LARG-Rho-DC-SIGN est donc essentiel dans la 

pathogenèse du HIV-1 (Hodges et al. 2007a). Plus tard, il a été montré que les 

effecteurs LARG et Rho sont recrutés par DC-SIGN à travers un complexe appelé 

« signalosome » composé des protéines « Lymphocytes-specific protein 1 » (LSP1),  

« kinase-suppressor of Ras1 » (KSR1) et « connector enhancer of KSR » (CNK). 

L’ensemble de ces protéines est essentiel pour l’activation de la voie d’activation 

dépendante de Raf-1 (Gringhuis, den Dunnen, Litjens, van der Vlist, and Geijtenbeek 

2009). 

La voie de signalisation Raf-1 est impliquée dans la modulation de la voie de 

signalisation de certains TLRs au niveau du facteur de transcription NF-кB. Et de façon 

très importante cette modulation est liée à la nature du ligand. 

L’induction de DC-SIGN par ManLAM (glycolipide à base de mannose provenant 

de Mycobacterium) dans les DCs humaines induit la phosphorylation de la serine et 

thréonine de la protéine Kinase Raf-1. L’activation de Raf-1 permet ensuit la 

phosphorylation puis l’acétylation de la serine 276 de la sous-unité p65 du NF-кB 

activée par l’induction des TLRs 3, 4  et 5. L’acétylation de p65 prolonge et augmente 

l’expression des cytokines polarisantes de la réponse Th1 et Th17 comme l’IL-12 et l’IL-

6, et des cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-10 (Gringhuis et al. 2007b; 

Gringhuis, den Dunnen, Litjens, van der Vlist, and Geijtenbeek 2009).  

Cependant, contrairement à l’activation de la voie Raf-1 par l’interaction DC-

SIGN avec ManLAM, la signalisation induite par Salp 15 (protéine produite par les 

glandes salivaires dans la tique (Ixodes scapularis) conduit à l’activation de « Mitogen-

activated protein kinase Kinase» (MEK) par Raf-1. L’activation de MEK favorise la 
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dégradation des ARNm de l’IL-6 et du TNF-α et la  diminution de la sécrétion d’IL-12 

induite par les TLR 2 et 4 ce qui induit un état d’immunosuppression responsable de la 

transmission des pathogènes comme Borrelia burgdoferi de la tique à l’homme  

(Hovius et al. 2008). 

 

 

 

Figure 13. Signalisation de DC-SIGN dans la réponse Th. 

D’après Geijtenbeek and Gringhuis (Geijtenbeek and Gringhuis 2016). 

 

La stimulation de DC-SIGN par des ligands à base de fucose peut entraîner la 

modulation de la voie de signalisation de TLRs de façon indépendante de l’activation 

de Raf. Les antigènes Lewis présents sur des ligands provenant par exemple 

d’Helicobacter pilory sont responsables de la dissociation du « signalosome ». DC-SIGN 

reste donc associé uniquement à LSP1, qui recrute la kinase « serine/threonine IкB 

kinase subunit-ε » (IKKε) et à la « Lysine 63 deubiquitinase » (CYLD). Ce nouveau 

complexe active BCL-3 qui favorise l’activation induite par les TLRs du NFкB sous forme 

de dimère p50-p50. Ce dimère, contrairement à p65-p50, induit dans les DCs la 

répression de l’expression d’IL-12, IL-23 et IL-6 et favorise l’expression d’IL-10 et des 

chimiokines associées aux cellules Th2, les CCL17 et CCL22. Cette signalisation bloque 
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donc la réponse Th1 et Th17 et favorise la réponse Th2 (Gringhuis, den Dunnen, 

Litjens, van der Vlist, and Geijtenbeek 2009; Gringhuis et al. 2014). 

En outre, il a été démontré que DC-SIGN est important dans 

l’immunorégulation de la réponse immunitaire à travers l’induction de la production 

d’IL-10 associée à l’induction des cellules T régulatrices et à la survie prolongée de 

l’allogreffe. Jordi Ochando et son équipe ont mis en évidence la sur-expression du DC-

SIGN par une sous-population de macrophages suppresseurs 

CD11b+CSF1R+Ly6CloCD169+  qui ont été associés à l’induction de la tolérance à 

l’allogreffe cardiaque par le traitement avec des anticorps anti-CD40L chez la souris. Au 

niveau mécanistique, ils ont montré que la reconnaissance des ligands fucosylés par 

DC-SIGN, en parallèle à l’activation du TLR-4, est associée à la production de la 

cytokine IL-10 impliquée dans le développement des lymphocytes T régulateurs et 

dans l’inhibition des cellules T CD8+, ce qui permet une survie prolongée de l’allogreffe 

(Conde et al. 2015). 

Les ligands fucosylés induisent également l’expression d’IL-27 impliquée dans la 

différenciation des cellules Th folliculaires. Cette induction est dépendante de 

l’activation du récepteur « interferon-α/β receptor » (IFNAR). Après activation par la 

reconnaissance d’IFN-β induit par les TLRs, IFNAR permet la formation du complexe 

transcriptionnel « IFN-stimulated gene factor 3 » (ISGF3) qui régule positivement 

l’expression d’IL-27 et donc la différenciation des Tfh (Gringhuis et al. 2014). 
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Figure 14. Signalisation de DC-SIGN dans la réponse Th. 

D’après Geijtenbeek and Gringhuis (Geijtenbeek and Gringhuis 2016). 

 

Ainsi, la signalisation par DC-SIGN, que ce soit pour l’endocytose ou la modulation 

de l’expression des gènes, est très fortement dépendante de la nature du ligand et du 

sous-type cellulaire. Elle peut conduire la réponse immunitaire vers la polarisation des 

cellules Th ou vers la tolérance avec la production de cellules T régulatrices. 

 

3. Le potentiel thérapeutique des CLRs 

 

 Il existe une énorme diversité dans la réponse immunitaire induite par les CLRs 

qui dépend du type de CLR et du sous-type de DC impliqués, et également de la nature 

du ligand et de leur co-liaison à d’autres PRRs. Cette diversité fait des CLRs une cible 
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très importante dans le domaine de la vaccination pour moduler la réponse 

immunitaire.  

Plusieurs possibilités ont été étudiées pour déclencher les CLRs afin d’induire 

une réponse immunitaire spécifique: l’utilisation de pathogènes morts ou atténués, de 

ligands glucidiques, ou de particules contenant à la fois des ligands glucidiques et 

adjuvants.  Bien que des pathogènes comme M. bovis BCG et des virus atténués aient 

été utilisés avec succès dans la conception de vaccins (Pulendran et al. 2013), il existe 

des problèmes liés au large spectre des différents CLRs qui peuvent être déclenchés en 

même temps, et également aux possibles interactions avec d’autres PRRs. Il est donc 

difficile de prédire le type de réponse immunitaire qui sera suscité et donc l’efficacité 

du vaccin.  

Une alternative pourrait donc être l'utilisation de glucides de structure simple, 

de glycoprotéines ou de glycolipides microbiens. Par exemple, les β-glucanes sont de 

bons candidats car ils sont spécifiquement reconnus par DECTIN-1 et induisent la 

réponse immune Th1 et Th17 à l’infection par Candida albicans (Taylor et al. 2007; 

Gringhuis, den Dunnen, Litjens, van der Vlist, Wevers, et al. 2009). En outre, les β-

glucanes ont été utilisés avec succès pour améliorer également la réponse anti-

tumorale à travers la réponse T cytotoxique (Leibundgut-Landmann et al. 2008). Par 

ailleurs, le ligand spécifique du récepteur Mincle-MCL, le TDM mycobactérien, a été 

utilisé avec succès pour vacciner contre les infections mycobactériennes chez la souris 

(Werninghaus et al. 2009; Behler et al. 2015). Egalement, l’utilisation de glycoprotéines 

virales spécifiques de récepteurs comme DC-SIGN et DCIR en combinaison avec des 

ligands de TLRs modulent la signalisation innée et par conséquent la réponse 

adaptative. Par exemple, il a été  montré que l’activation de DC-SIGN par l’HIV-1 induit 

le recrutement par le complexe « signalosome » des protéines effectrices qui vont 

activer Raf-1 impliquée dans la modulation positive de la réponse immune induit par 

les TLRs (Gringhuis, den Dunnen, Litjens, van der Vlist, and Geijtenbeek 2009). Par 

ailleurs, l’équipe d’Adema GJ a mis en évidence  l’internalisation de DCIR et sa  

localisation intracellulaire au niveau des endosomes et des lysosomes suite à la 

stimulation par des anticorps spécifiques. Cette internalisation est associée à 
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l’inhibition de la production d’IL-12 et du TNF-α induit par le TLR-8 (Meyer-Wentrup et 

al. 2009b).  

Cependant, les glucides de structure simple sont parfois reconnus par plusieurs 

CLRs et ne peuvent pas être utilisés pour induire une réponse spécifique d’un seule 

CLR.  

C’est pourquoi d’autres mécanismes ont été envisagés comme l’utilisation 

d’anticorps dirigés contre les CLRs. Ces anticorps sont par définition plus spécifiques 

que les ligands précédemment cités. Par exemple l’anticorps 24/04-10B4 dirigé contre 

CLEC9A a été montré comme étant capable d’induire la réponse cellulaire Tfh (Kato et 

al. 2015). Également, l’anticorps polyclonal H-200 dirigé contre DC-SIGN a été montré 

comme étant capable d’induire la même signalisation que les ligands de mannose 

spécifiques de DC-SIGN (Hodges et al. 2007b).  

Récemment, il a été montré que l’utilisation de l’anticorps 3BNC117 dirigé 

contre le site de liaison de la capside viral du HIV-1 avec les cellules T CD4+  protège de 

l’infection par le HIV-1 (Caskey et al. 2015). En outre, la sélection des lymphocytes B 

liée aux cellules Tfh dans les centres germinatifs est nécessaire pour former ces 

anticorps largement neutralisants (Streeck et al. 2013). Par conséquent, les vaccins qui 

induisent une réponse Tfh efficace pourraient permettre l’émergence d’Ac neutralisant 

l’infection des cellules CD4 par le HIV-1. Ainsi, la recherche de vaccin basé sur des 

anticorps dirigés contre les CLRs qui, à la différence d’autres PRRs,  présentent 

l’avantage d’induire spécifiquement des réponses Tfh, est prometteur. 

En reconnaissant des ligands endogènes, les CLRs agissent aussi comme des 

acteurs importants de la régulation de l’inflammation stérile qui peut faire suite à une 

infection ou à un traumatisme tissulaire. Les CLR peuvent détecter des dommages 

tissulaires via les DAMPs et agir sur la balance entre la réponse inflammatoire et la 

réponse résolutive. La dérégulation de cette balance peut conduire à l'oncogenèse et à 

la pathogenèse de maladies auto-immunes et allergiques. Etant donné leurs 

mécanismes immunorégulateurs, les CLR représentent une approche translationnelle 

pour traiter une grande variété de maladies inflammatoires. 

Dans le domaine de la cancérologie, les CLRs sont ciblés dans le but d’améliorer 

la cross-présentation d’antigènes et donc l’activation de la réponse T CD8+ cytotoxique 
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contre la tumeur (Fehres et al. 2014). Les tumeurs présentent des aberrations dans le 

processus de glycosylation de protéines, par exemple certaines tumeurs expriment des 

antigènes fucosylés et de l’acide sialique qui induisent une suppression de la réponse 

immunitaire (Perdicchio et al. 2016; Chen et al. 2015). C’est pour cette raison que les 

vaccins qui ont pour objectif d’inverser l’environnement tumoral immunosuppressif 

offrent une stratégie très efficace. Par exemple, le ciblage de DECTIN-1 pour induire les 

réponses immunes Th1 et Th17 spécifiques de la protéine ovalbumine (OVA) a été 

efficace pour contrôler/inhiber le développement d’une tumeur exprimant l’OVA chez 

la souris (Leibundgut-Landmann et al. 2008). Récemment, l’équipe de George Miller a 

démontré que l’activation de DECTIN-1, exprimé par les macrophages suite à la 

reconnaissance de la protéine Galectin 9,  induit la tolérance immunitaire à 

l’adénocarcinome pancréatique. Pour cette étude, ils ont analysé le phénotype des 

lymphocytes T provenant des ganglions lymphatiques drainant du pancréas chez les 

souris KC qui développent  une néoplasie pancréatique endogène. Ils ont observé 

qu’en absence de DECTIN-1, les lymphocytes T CD4+ et CD8+ qui drainent la tumeur 

surexpriment les molécules d’activation cellulaire CD44, OX40 et PD-1. En outre, 

l’activité cytotoxique est augmentée en l’absence de DECTIN-1 par la surexpression de 

PD-1, T-bet, TNF-α, CD107a et granzyme B par les lymphocytes T CD8+. Ils ont  aussi 

observé que la polarisation de la réponse Th1 est favorisée par la surexpression de T-

bet et TNF-α par les lymphocytes T CD4+. Finalement ils ont démontré que 

l’augmentation de la réponse T anti-tumoral est associée à la reconnaissance de la 

Galectine 9 par DECTIN-1 dépendante des macrophages (Daley et al. 2017). Mincle est 

une autre CLR décrit dans la littérature pour reconnaître un ligand endogène, la 

protéine SAP130, une enzyme cytoplasmique exprimée dans l’adénocarcinome 

pancréatique induit par les protéines RIP1 et RIP3 impliquées dans la nécrose 

cellulaire.  La reconnaissance de SAP130 par Mincle favorise l’immunosuppression 

adaptative induite par les macrophages. La délétion de Mincle chez les souris KC est 

associée à une infiltration plus  élevée de cellules T immunogènes dans la tumeur, ainsi 

qu’une diminution de l’infiltration des « Myeloid-derived suppressor cells » (MDSC)  et 

des « Tumor-associated macrophage » (TAM) qui se polarisent en M1, et une 

réduction de l’expression de PD-L1. En absence de Mincle, le microenvironnement 
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suppresseur de la tumeur est reprogrammé favorisant ainsi la réponse immunitaire 

contre la tumeur (Seifert et al. 2016).  

Cependant, il existe d’autres antigènes tumoraux reconnus et internalisés par 

mediation des CLRs qui en lieu de favoriser la présentation d’antigènes par les DCs et 

potentialiser la réponse immunitaire, ils restent bloqués dans les compartiments 

intracytoplasmiques. Cette rétention des Ags au niveau intracellulaire entraîne une 

faible présentation d’antigènes et donc une réponse contre la tumeur moins 

importante. Par exemple,  la glycoprotéine  « tumor-derived mucin » MUC-1, qui 

contient plusieurs résidus de mannose et galactose est reconnue et internalisée par 

mediation du CLR « Macrophage galactose lectin » (MGL). Cette protéine reste 

bloquée dans les endosomes et elle n’est pas dégradée ce que limite sa présentation 

par les DCs à travers du CMH-II (Hiltbold et al. 2000). Cela peut donc être un obstacle 

fréquent à la présentation des Ags tumoraux et une considération importante dans la 

conception des vaccins anticancéreux. Il devrait être possible de surmonter cet 

obstacle en fournissant aux DCs une forme d'Ag tumoral qui peut être mieux traitée. La 

rétention de MUC-1 pourrait être dû a la présence des plusieurs glucides qui 

constituent cette protéine qui peuvent déclencher plusieurs récepteurs et donc bloqué 

le correcte traitement intracellulaire de MUC-1. Pour MUC-1, cette étude à montré 

qu'un polypeptide synthétique de 140 aminoacides non glycosylé est très efficacement 

traité par les DCs et induit une forte réponse Th anti-tumorale (Hiltbold et al. 2000). 

Par ailleurs, ils ont montré que le dégrée de glycosylation de MUC-1 était également 

important dans la cross-présentation à travers du CMH-I et dans activation de la 

réponse T cytotoxique. L'efficacité du traitement et la force résultante de l'activité 

cytotoxique par médiation des lymphocytes T étaient inversement corrélées avec le 

degré de glycosylation de l'antigène (Hiltbold et al. 1999).     
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III. Le « C-type lectin-like recptor-1 » (CLEC-1) 

1. Généralités 

 

Jusqu’à présent, le  « C-type lectin-like receptor-1 » (CLEC-1) a été peu décrit 

dans la littérature. CLEC-1 a été identifié comme un récepteur sur-exprimé dans un 

modèle de tolérance à l’allogreffe cardiaque chez le rat (Pamela Thebault et al. 2009). 

Ce récepteur fait partie de la sous-famille de récepteurs lectine-like de type C appelée 

DECTIN-1 (Sobanov et al. 2001). Cet ensemble de récepteurs est localisé dans un 

complexe génétique, le « NK gene complex » (NKC) qui code pour de nombreux 

récepteurs aux fonctions très importantes dans l’immunologie des monocytes, cellules 

dendritiques et cellules endothéliales.  

CLEC-1 a été identifié et décrit au niveau structurel par prédictions 

bioinformatiques en même temps que « C-type lectin-like receptor-2 » (CLEC-2) qui est 

beaucoup plus étudié au niveau fonctionnel dans la bibliographie (Colonna, Samaridis, 

and Angman 2000). Ces deux récepteurs ont une structure très similaire non classique 

par rapport aux autres membres de cette famille et sont très conservés au niveau 

évolutif. Cette étude bioinformatique a permis d’approfondir la structure de CLEC-1 ce 

qui permet d’en déduire de possibles fonctions immunologiques. CLEC-1 pourrait avoir 

donc un rôle très important dans le système immunitaire. 

 

2. Structure et homologie des CTLRs CLEC-1 et CLEC-2 

 

Deux nouvelles séquences d’ADN codantes pour des récepteurs 

transmembranaires lectin-like de type C, CLEC-1 et CLEC-2, ont été identifiées. Les 

structures de CLEC-1 et CLEC-2 ont été décrites par prédictions bioinformatiques suite 

à une étude d’alignement et de comparaison de séquences provenant de la base de 

données « Gen Banck expressed sequence tagged data base » (dbEST) (Colonna, 

Samaridis, and Angman 2000) (Figure 12). 

CLEC-1 et CLEC-2 sont des protéines transmembranaires de type II.  Ils ne 

disposent pas de séquence signal dans le domaine N-terminal mais ils présentent une 

région codante pour un domaine transmembranaire hydrophobe. Ils présentent aussi 
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un seul « carbohydrate recognition domain » (CRD). L’alignement des CRDs de CLEC-1 

et CLEC-2 avec les CRDs de récepteurs homologues a montré la présence de six résidus 

de cystéine très conservés, qui sont impliqués dans la formation de trois liaisons 

disulfure intra-chaîne et donc dans la conformation protéique du CRD. CLEC-1 a deux 

cystéines en plus qui permettent une liaison intra-chaîne supplémentaire. Les deux 

récepteurs contiennent une cystéine au début du CRD et une autre cystéine dans la 

région qui connecte le CRD avec le domaine cytoplasmique, le « Neck region ». Ces 

résidus peuvent être impliqués dans l’homo- ou l’hétéro-dimérisation du récepteur par 

la formation de liaisons disulfure inter-chaînes. Les CRDs de CLEC-1 et CLEC-2 ne 

présentent pas de résidu d’acide aminé essentiel pour la reconnaissance des 

carbohydrates de manière dépendante au calcium, ce qui suggère la reconnaissance 

de ligands autres que les glucides, ou de glucides mais de façon indépendante du 

calcium (Colonna, Samaridis, and Angman 2000).  

 

 

 

Figure 12. Séquences d’acides aminés de CLEC-1 et CLEC-2. 

D’après Colonna, Samaridis and Angman (Colonna, Samaridis, and Angman 2000). 

Le « carbohydrate recognition domain »  (CDR) de la région C-terminal est connecté avec le domaine 

transmembranaire (TM) de la région N-terminal par le domaine appelé  « Neck region » (NK). 

 

Cette étude bioinformatique a également montré la présence d’un résidu de 

tyrosine dans les domaines cytoplasmiques de CLEC-1 et CLEC-2. La tyrosine 

cytoplasmique de CLEC-1 fait partie d’un motif composé d’une séquence d’acides 
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aminés Y-S-S-T dont la fonction n’a pas encore été décrite, alors que celle de CLEC-2 

fait partie d’un motif composé d’une séquence d’acides aminés D-x-Y-x-x-L décrite 

comme étant essentielle pour l’endocytose et l’expression basolatérale du récepteur 

des asialoglycoprotéines (« asialoglycoprotein receptors » ou ASGPR-1). Ainsi CLEC-1 et 

CLEC-2 contiennent des résidus de sérine et thréonine potentiellement 

phosphorylables dans leur domaine cytoplasmique ce qui permet le recrutement de 

protéines essentielles pour l’activation des voies de signalisation (Colonna, Samaridis, 

and Angman 2000).  

La connaissance de la structure de CLEC-1 oriente les recherches quant à sa 

fonction qui doit être importante étant donnée sa conservation entre les espèces.  

 

3. Localisation chromosomique et phylogénie de CLEC-1 

 

 Par des techniques de cartographie génétique, il a été montré que les gènes 

codants pour CLEC-1 et CLEC-2 font partie d’un complexe génétique, le « NK gene 

complex » (NKC) situé sur le chromosome 12 chez l’homme et sur le chromosome 6 

chez la souris (Sobanov et al. 2001) (Figure 13). Les gènes CLEC-1, CLEC-2 et DECTIN-1 

sont étroitement liés avec le gène LOX-1 et montrent une même orientation dans le 

complexe. Les séquences de CDRs de ces quatre gènes ont été alignées et comparées 

avec d’autres CDRs provenant de différents gènes du complexe NKC pour une 

construction phylogénique. Cette analyse a permis d’identifier une sous-famille où 

sont regroupés les gènes CLEC-1 et CLEC-2 (avec une homologie de 37%) et les gènes 

DECTIN-1 et LOX-1 (avec une homologie du 44%). Cette sous-famille a été appelée 

« DECTIN-1 Cluster » et elle est composée des gènes codant pour les CTLRs (Xie 2012): 

DECTIN-1, CLEC-2 et CLEC-9A, récepteurs avec un domaine intracytoplasmique ITAM ; 

« Myeloid Inhibitory C-type-like Lectin » (MICL/CLEC-12A), « Macrophages Antigènes 

H » (MAH/CLEC-12B), récepteurs avec un domaine intracytoplasmique ITIM ; et 

«Lectin-like Oxidised LDL receptor-1 » (LOX-1) et CLEC-1 avec des domaines 

intracytoplasmiques non classiques.   
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Figure 13. Organisation de « DECTIN-1 cluster » dans le complexe NK. 

D’après Dambuza and Brown (Dambuza and Brown 2015). 

Organisation et orientation des gènes codant pour  CLEC-1 et CLEC-2 du « DECTIN-1 cluster » dans le 

complexe NK chez l’homme et chez la souris. 

 

 La sous-famille DECTIN-1 fait partie du groupe V des CTLRs. Ces récepteurs sont 

tous caractérisés par l’absence de motif de liaison aux carbohydrates, mais en 

revanche, ils reconnaissent un large spectre de ligands de façon indépendante du 

calcium. Ils sont exprimés principalement, mais pas seulement, par les cellules 

myéloïdes comme les DCs, les macrophages et les neutrophiles et vont accomplir des 

fonctions très importantes dans l’immunité et dans l’homéostasie.  

 

4. Profils d’expressions tissulaire et cellulaire de CLEC-1 chez l’homme 

 

 Une très forte expression de CLEC-1 a été montrée dans un premier temps par 

Northern Blot chez l’homme dans le tissu placentaire et le poumon. CLEC-1 est 

exprimé de façon plus modérée dans le thymus et le cœur, et très faiblement dans le 

pancréas, le foie, la vessie, la prostate, les ovaires, l’intestin grêle et le colon. La 

distribution de l’expression tissulaire de CLEC-1 suggère une expression de CLEC-1 

préférentielle par les DCs et les macrophages dans le placenta et le poumon, par les 
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cellules épithéliales thymiques, et par les cellules endothéliales dans le cœur. Plus tard, 

par la technique de RT-PCR, il a été montré chez l’homme, que CLEC-1 était fortement 

exprimé par les cellules endothéliales et les cellules dendritiques interstitielles 

(intDCs), et plus faiblement par les cellules de Langerhans (LC), les cellules dendritiques 

myéloïdes (mDC), et cellules dendritiques dérivées de monocytes (MoDC). Il est aussi 

exprimé par les  monocytes et les granulocytes, mais en revanche, il n’a pas été 

détecté dans les cellules B, T, NK, ni dans les plaquettes (Colonna, Samaridis, and 

Angman 2000; Sattler et al. 2012). 

 Pour déterminer la présence de  CLEC-1 à la surface cellulaire, CLEC-1 tagué au 

peptide V5 a été transfecté dans des cellules COS et analysé par cytométrie en flux en 

utilisant l’anticorps spécifique pour V5 (Colonna, Samaridis, and Angman 2000). Il a 

ainsi été montré que CLEC-1 était présent uniquement au niveau intracellulaire. Ces 

résultats ont suggéré la nécessité de l’interaction de CLEC-1 avec une autre molécule 

pour former un hétérodimère stable au niveau de la membrane, ou alternativement, 

un rôle intracellulaire de CLEC-1. 

 

5. Rôle potentiel de CLEC-1 en transplantation 

 

 Au sein de notre équipe, un modèle de tolérance à l’allogreffe cardiaque chez le 

rat a été mis en place par un court traitement avec le LF15-0195, un analogue de la 

deoxys-pergualine (Chiffoleau et al. 2002b, 2002a). Dans la même combinaison 

d’allogreffes, le traitement préalable des receveurs par transfusion de sang du 

donneur permet d’éviter le développement du rejet aigu. Cependant, le rejet 

chronique se développe et cela nous a permis de comparer des greffons tolérants 

versus des greffons en rejet chronique à 100 jours après la transplantation. 

Afin d’identifier de nouvelles molécules immunorégulatrices, les transcriptomes 

des greffons tolérés à long terme (traitement LF15-0195) et  des greffons en rejet 

chronique (traitement DST) ont été comparés par puce à ADN. La surexpression de 

plusieurs molécules cytoprotectrices spécifiques aux cellules endothéliales des 

vaisseaux du greffon toléré, ainsi que l’infiltration et l’accumulation de cellules T 
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régulatrices, ont été mis en évidence (Heslan et al. 2006; P. Thebault et al. 2007). CLEC-

1 fait partie des gènes surexprimés dans le greffon toléré. 

La surexpression de CLEC-1 a été confirmée au niveau des transcrits dans ce 

modèle de tolérance, en comparaison à un modèle de greffe syngénique et à deux 

modèles de rejet chronique d’allogreffe induits par transfusion de sang avant la greffe  

ou de protéine recombinante CD40Ig (Pamela Thebault et al. 2009). CLEC-1 a 

également été montré comme étant surexprimé dans un modèle de tolérance à 

l’allogreffe de rein induite par l’administration d’anticorps anti-CMH-II du donneur. 

Egalement le modèle de tolérance par le LF15-0195 a montré une augmentation au 

niveau du greffon de l’expression des molécules «Indoleamine-pyrrole 2,3-

dioxygenase » (IDO) et de FoxP3 impliqués dans l’inhibition de la réponse T (Jovanovic 

et al. 2008; Degauque et al. 2006). 

Un anticorps polyclonal dirigé contre le domaine extracellulaire de CLEC-1 de 

rat a été généré par l’équipe (Pamela Thebault et al. 2009). Par immunofluorescence, il 

a également été montré la sur-expression de CLEC-1 par les cellules myéloïdes 

(CD172+) et par les cellules endothéliales (PECAM-1+) présentes dans les greffons 

tolérés.      

Ces résultats ont suggéré le rôle important de CLEC-1 dans la régulation de la 

réponse immune pourrait représenter un outil thérapeutique dans les domaines de la  

transplantation, auto-immunité et cancérologie. 

L’expression de CLEC-1 a été caractérisée chez les rats naïfs (Pamela Thebault 

et al. 2009). Au niveau tissulaire, il est très fortement exprimé (en transcrit et en 

protéine) dans le poumon, de façon modérée dans les organes lymphoïdes secondaires 

comme la rate et les ganglions lymphatiques et faiblement exprimé dans le thymus et 

le cœur.  Au niveau cellulaire il est exprimé dans les BMDCs et dans les macrophages 

péritonéaux, et plus faiblement dans une lignée de cellules endothéliales et dans les 

DCs spléniques. En revanche, les cellules T n’expriment pas CLEC-1. Par 

immunofluorescence, en utilisant l’anticorps polyclonal spécifique de CLEC-1, son 

expression protéique a été montrée dans les DCs, macrophages et cellules 

endothéliales. En outre, comme d’autres CLRs régulateurs de la réponse immune, 

l’expression de CLEC-1 est aussi régulée en fonction des différents stimuli. La 
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stimulation par des molécules pro-inflammatoires comme le LPS, l’INF-γ et le Poly (I:C) 

induit une diminution de l’expression alors qu’elle est augmentée par des cytokines 

anti-inflammatoires comme IL-10 et TGF-β (Pamela Thebault et al. 2009). 

La similitude des profils d’expression de CLEC-1 chez le rat, montré par l’équipe, 

et chez l’homme, décrit par d’autres équipes (Colonna, Samaridis, and Angman 2000), 

conforte notre modèle de rat comme un modèle solide pour étudier la fonctionnalité 

de CLEC-1 et établir une preuve de concept préalable à l’étude de CLEC-1 chez 

l’homme. 

Plusieurs expériences ont été mises en place pour étudier la fonction de CLEC-

1. Précédemment, il a été montré in vivo et in vitro le rôle des cellules régulatrices T 

CD4+ CD25+ dans la tolérance via leur interaction avec les cellules endothéliales du 

greffon et l’induction de molécules immunosuppressives (P. Thebault et al. 2007). Par 

la suite, il a été montré in vitro que les cellules régulatrices T CD4+ CD25+ provenant 

des receveurs tolérants leur allogreffe induisaient l’augmentation de l’expression de 

CLEC-1 dans une lignée de cellules endothéliales du donneur (LEW 1W). Cette 

induction nécessite le contact direct entre les cellules. De plus, le transfert in vivo de 

ces cellules régulatrices a confirmé cet effet, c’est-à-dire que les cellules régulatrices T 

CD4+ CD25+ infiltrées dans le greffon et activées par les alloantigènes induisent une 

augmentation locale de l’expression de CLEC-1 dans les APCs et cellules endothéliales  

du donneur (Pamela Thebault et al. 2009).  

De façon intéressante, il a été montré que CLEC-1 dans les cellules dendritiques 

altère secondairement l’activation des cellules T. En effet, l’inhibition de CLEC-1 par la 

technique de RNA interférents dans des BMDCs de rat ne module pas la production 

des cytokines IL-12p70, IL-6 ou IL-10, ni l’expression de CMH-II, CD86 ou CD80 après 

stimulation au LPS ;  cependant, l’inhibition de CLEC-1 dans les BMDCs a montré dans 

les lymphocytes T allogéniques suite à une MLR, une augmentation de la production 

d’IL-17 et de l’expression du facteur de transcription ROR-γ (liés aux cellules Th17). En 

revanche, cette inhibition a diminuée la production secondaire des cytokines IL-13 et 

INF-γ impliquées respectivement dans les réponses Th2 et Th1. Egalement, 

l’expression du facteur de transcription FoxP3 a été diminué sans moduler la 

production de TGF-β. Cependant, l’inhibition de CLEC-1 dans les BMDCs ne semblait 
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pas modifier la prolifération des cellules T CD4+ effectrices ni régulatrices isolées in 

vitro. Ces données montrent donc que CLEC-1 dans les BMDCs altère la réponse 

secondaire des cellules T allogéniques en diminuant la différenciation des cellules Th17 

et en augmentant le nombre de cellules T regulatrices. Cependant, cet effet n’est pas 

dû à une action directe de CLEC-1 sur la différenciation des LT, mais  pourrait être dû à 

un effet par médiation des cellules T régulatrices à travers de la sécrétion du TGF-β qui 

induit la surexpression de CLEC-1 (Pamela Thebault et al. 2009).  

Ce travail avait permis de mieux caractériser CLEC-1 chez le rat, et suggérait  

que CLEC-1 est un récepteur capable de moduler la réponse immunitaire adaptative. 

CLEC-1 pourrait donc être utilisé comme une cible thérapeutique dans le contexte de 

la transplantation, de l’auto-immunité et de la cancérologie.  
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Les objectifs du projet étaient: 

 

o L’étude de l’expression de CLEC-1 dans les différents types et sous-types 

cellulaires chez l’homme et sa fonctionnalité plus particulièrement dans les 

cellules dendritiques. Pour cette étude, un anticorps monoclonal dirigé contre 

le domaine extracellulaire de CLEC-1 humain a été généré. Cet anticorps nous 

permettra d’abord d’analyser l’expression et la localisation cellulaire de notre 

molécule d’étude, et ensuite, de mimer le ligand de CLEC-1 dans le but 

d’investiguer in vitro sa signalisation et sa fonctionnalité dans la réponse T 

adaptative. 

 

o Une étude in vitro et in vivo de la fonctionnalité de CLEC-1 dans les cellules 

dendritiques chez le rat. Plusieurs outils ont été générés pour cette partie du 

projet dans le but de bloquer la signalisation induite par CLEC-1 ou son 

expression. L’équipe avait  généré une protéine de fusion composée du 

domaine extracellulaire de CLEC-1 de rat et d’un fragment Fc d’IgG2a de souris 

muté sur 3 acides aminés pour empêcher son accrochage aux récepteurs Fc 

des immunoglobulines. Ce récepteur soluble nous a permis de bloquer 

l’interaction du récepteur CLEC-1 avec son ligand en occupant le ligand encore 

inconnu de CLEC-1. Egalement, nous avons fait générer par la plate-forme TRIP, 

dirigée par Ignacio Anegon, des rats Knock Out (KO) Lewis A par la technique 

des « Zinc FingerNuclease » (ZFN). Ces rats ont permis d’abord de générer des 

cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse (BMDC) n’exprimant pas de 

CLEC-1 pour des expériences in vitro, et ensuite la mise en place de modèles 

d’immunisation in vivopour investiguer le rôle de CLEC-1 dans la réponse T 

adaptative et conforter les data in vitro obtenues précédemment dans l’étude 

de la fonctionnalité de CLEC-1 par l’équipe. 
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Résumé : 

 

Les cellules dendritiques (DCs) sont essentielles pour connecter l'immunité innée et 

adaptative et orienter les réponses des lymphocytes T. Les récepteurs Lectin de type-C 

présents dans les DCs sont activés par des ligands exogènes et endogènes, ce qui dicte 

la réponse aux agents pathogènes par la modulation de la réponse T immunitaire. 

Nous avons déjà décrit chez le rat, l'expression de CLEC-1 dans les DCs et nous avons 

démontré in vitro son rôle inhibiteur dans l'activation de la réponse T helper (Th17) 

(Thebault et al. 2009). Dans cette étude, nous avons examiné l'expression et la 

fonction de CLEC-1 dans les DCs humaines et nous avons montré son expression à la 

surface cellulaire de la sous-population de DCs CD16- dans le sang et sur les DCs 

dérivées des monocytes (moDCs). L'expression de CLEC-1 sur les moDCs est diminuée 

par des stimuli inflammatoires et renforcée par le TGF-β. De plus, nous avons 

démontré que CLEC-1 est un récepteur fonctionnel sur les moDCs humains et que, bien 

qu'il ne module pas la voie classique d’activation du facteur de transcription NFкB lié à 

la protéine kinase Syk, il réprime la réponse ultérieure Th17. De façon très importante, 

en utilisant des rats déficients pour CLEC-1, nous avons montré que la perturbation de 

la signalisation de CLEC-1 conduit à une surexpression de la sous-unité Il-12p40 dans 

les DCs, et à une exacerbation des réponses CD4+ Th1 et Th17 in vitro et in vivo. 

Collectivement, nos résultats établissent le rôle inhibiteur de CLEC-1 dans les DCs, 

capable d'amortir leur activation et la réponse ultérieure Th17. CLEC-1 peut 

représenter une cible thérapeutique utile pour moduler les réponses immunitaires T 

dans un contexte clinique. 
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Key Points

•CLEC-1 is restricted to
CD162 myeloid DCs in
human blood and acts
as an inhibitory re-
ceptor to restrain
downstream Th17
activation.

•CLEC-1–deficient rats
highlight an in vivo
function for CLEC-1 in
preventing excessive
T-cell priming and ef-
fector Th responses.

Dendritic cells (DCs) represent essential antigen-presenting cells that are critical for

linking innate and adaptive immunity, and influencing T-cell responses. Among pattern

recognition receptors, DCs express C-type lectin receptors triggered by both exogenous and

endogenous ligands, therefore dictating pathogen response, and also shaping T-cell immunity.

We previously described in rat, the expression of the orphan C-type lectin-like receptor-1 (CLEC-

1) by DCs and demonstrated in vitro its inhibitory role in downstream T helper 17 (Th17)

activation. In this study,we examined the expression and functionality of CLEC-1 in humanDCs,

and showa cell-surface expression on the CD162 subpopulation of blood DCs and onmonocyte-

derived DCs (moDCs). CLEC-1 expression on moDCs is downregulated by inflammatory stimuli

and enhanced by transforming growth factor b. Moreover, we demonstrate that CLEC-1 is a

functional receptor on human moDCs and that although not modulating the spleen tyrosine

kinase-dependent canonical nuclear factor-kB pathway, represses subsequent Th17 responses.

Interestingly, a decreased expression of CLEC1A in human lung transplants is predictive of the

development of chronic rejection and is associated with a higher level of interleukin 17A

(IL17A). Importantly, using CLEC-1–deficient rats, we showed that disruption of CLEC-1 signaling

led to an enhanced Il12p40 subunit expression in DCs, and to an exacerbation of downstream in

vitro and in vivo CD41 Th1 and Th17 responses. Collectively, our results establish a role for

CLEC-1 as an inhibitory receptor in DCs able to dampen activation and downstream effector Th

responses. As a cell-surface receptor, CLEC-1 may represent a useful therapeutic target for

modulating T-cell immune responses in a clinical setting.

Introduction

Dendritic cells (DCs) are the sentinels of the immune system that are potentially activated to mediate
efficient T-cell priming via a set of pattern-recognition receptors (PRRs). These receptors comprise the
C-type lectin receptors (CLRs) that are able to recognize exogenous pathogen-associated molecular
patterns, which are common to many types of bacteria, fungi, viruses, helminths, and also endogenous
self-ligands of dying cells or glycans.1,2 The C-type lectin-like receptors (CTLRs) represent subtypes of
these receptors, which lack the residues required for calcium-dependent carbohydrate binding and that
by alternative mechanisms, recognize more diverse ligands such as proteins and lipids.3 Following
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triggering, most CLRs expressed on DCsmodulate nuclear factor-kB
(NF-kB) activation via the spleen tyrosine kinase (SYK) signaling
pathway to enhance or suppress cellular activation, and fine-tune the
magnitude and quality of downstream T-cell responses.3 We
previously identified the CTLR, C-type lectin-like receptor-1 (CLEC-
1), to be upregulated in a heart allograft model of tolerance in rats.4

We demonstrated that CLEC-1 is expressed by rat myeloid and
endothelial cells (ECs), and is downregulated by pro-inflammatory
stimuli and enhanced by transforming growth factor b (TGF-b).
Moreover, our in vitro studies demonstrated that CLEC-1 inhibition in
rat DCs via RNA interference enhanced subsequent DC-mediated
CD41 T helper 17 (Th17) activation.4 CLEC-1 belongs to the DC-
associated C-type lectin-1 (DECTIN-1) cluster of CTLRs, and
although identified a long time ago,5,6 corresponding exogenous
and endogenous ligands are unknown and downstream signaling
remains uncharacterized. CLEC-1 does not contain an immunor-
eceptor tyrosine-based activation or inhibitory motif in the
cytoplasmic tail, but rather a tyrosine residue in a noncharacterized
signaling sequence [YSST], in addition to a tri-acidic motif
[DDD].3,7 In humans, CLEC-1 protein was reported to be expressed
intracellularly in ECs.8 Nevertheless, its protein expression in human
DCs as well as its biological effect remains uncharacterized. In this
study, we have investigated CLEC-1 protein expression and
regulation in human DCs, and its functional role on orchestration
of T-cell responses. In addition, using CLEC-1–deficient rats and
CLEC-1 fragment constant (Fc) fusion protein, we evaluated in vitro
and in vivo, the consequence of CLEC-1 signaling disruption on
DC function and downstream T-cell immunity.

Materials and methods

Patient and healthy donor material

Blood was obtained from healthy donors. Lung transplant biopsies from stable
patients and from patients prior to chronic rejection (CR) were obtained from
the multicentric longitudinal cohort “COhort in Lung Transplantation”
(#NCT00980967). All material of healthy donors and patients was obtained
after written informed consent, according to institutional guidelines.

Animals

Male 6- to 8-week-old LEW.1A (RT1a) and fully major histocompatibility
complex–mismatched LEW.1W (RT1u) rats were purchased from the Centre
d’Elevage Janvier (Genest, Saint-Isle, France), and experimental procedures
were carried out in strict accordance with the protocols approved by the
Committee on the Ethics of Animal Experiments of Pays de la Loire and
authorized by the French Government’s Ministry of Higher Education and
Research. Clec1a knockout rats were generated in the inbred LEW.1A
background by the Transgenic Rats and Immunophenomics Platform facility
(Structure Fédérative de Recherche [SFR]–Nantes) with the zinc finger
nucleases technology (supplemental Figure 1). Absence of CLEC-1 at the
expected size of 32 kDa was confirmed by western blot (supplemental
Figure 2). For each experiment, 6- to 12-week-old sex-matched wild-type (WT)
and CLEC-1–deficient (knockout) littermate rats were used.

For generation of chimeric rats, 50 million hematopoietic cells from WT or
CLEC-1–deficient rats were IV injected intoWT lethally irradiated rats (9 Gy,
X-ray [SFR] day 21).

Antibodies

Anti-human CLEC-1 monoclonal antibody (anti-hCLEC-1 mAb, immunoglobulin
G1 [IgG1]) was generated by Biotem (Apprieu, France) by lymphocyte somatic
hybridization by immunization of Balb/c mice with a peptide encoding the
extracellular domain of hCLEC-1 (CERRAGMVKPESLHVPPETLGEGD),
screened by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (hCLEC-1 protein;

R&D Systems, Minneapolis, MN) and purified by chromatography on protein A.
Anti–hCLEC-1 mAb (IgG1-D6) was purchased from Santa Cruz (Dallas, TX).
Purified anti-rat CD3 (G4.18), anti-rat T-cell receptor ab-Alexa647 or
-Alexa488 (R73), CD4-PECy7 (OX35), interleukin-17 (IL-17)–allophycocyanin
(APC) (ebio17B7), interferon g (IFN-g)–phycoerythrin (PE), and anti-human
phosphotyrosines (p-Tyr) (4G10), CD4-PE, CD3-APC or CD3-fluorescein
isothiocyanate (FITC), CD45-PercP, CD16-PE or -FITC, CD209-PE, CD14-
FITC, HLA–antigen D related (HLA-DR)–APC/Cy7 or –FITC, CD11c-PECy7,
CD11b-FITC, CD80-FITC, CD86-FITC, CD83-FITC, and IgG1 isotype control
were all purchased from BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ). Phospho-IkBa
(Ser32/36) (5A5) and IkBa mAbs were from Cell Signaling (Danvers, MA).
Secondary mAbs were from Jackson Immunoresearch (West Grove, PA).

Flow cytometry and cell sorting

Before staining, cells were subjected to Fc block (BD Biosciences). For
intracellular cytokine staining, cells were stimulated for 4 hours with phorbol
12-myristate 13-acetate (50 ng/mL), ionomycin (1 mg/mL) in the presence of
GolgiStop, and subjected to fixation and permeabilization (all reagents from
BD Biosciences). Fluorescent labeling of stained cells (2.5 mg/mL) was
measured using a fluorescence-activated cell sorter LSR II (BD Biosciences)
and analyzed with FloJo software (Tree Star Inc., Ashland, OR).

For cell sorting, total or CD41 T cells were purified from the spleen of naı̈ve
LEW.1A rats by positive selection by T-cell receptor1 and CD41 staining,
and human neutrophils and monocytes by SSChighCD451CD161 and
SSClowCD451CD141CD161, respectively, using a fluorescence-activated
cell sorter Aria flow cytometer (BD Biosciences). Purity was .99%.

Dead cells were excluded by gating on 49,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI)-negative cells.

In vivo models of immunization and in vitro secondary challenge

LEW.1W heart allografts were transplanted to WT and CLEC-1–deficient
recipients as previously described9 and were rejected in 7 days.10 Spleens
and grafts were recovered at day 5 after transplantation. Carboxyfluorescein
diacetate succinimidyl ester (CFSE) (Thermo Fisher, Waltham, MA)-labeled
(5mM) splenic purified CD41 T cells (13 105) from recipients were subjected
in vitro to secondary challenge (mixed leukocyte reaction [MLR]) with
T-cell–depleted splenocytes (1 3 105) from naı̈ve LEW.1W rats for 3 days.

WT, CLEC-1–deficient, and chimeric rats were immunized subcutaneously in
the footpad with keyhole limpet hemocyanin (KLH) protein (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) (100 mg) emulsified (volume-to-volume) in 100 mL of complete
Freund adjuvant (CFA) (Difco, Lawrence, KS). Popliteal lymph nodes (LNs)
were harvested 10 days after immunization. CFSE-labeled (5 mM) total cells
or purified CD41 T cells (13 105) plus T-cell–depleted splenocytes (13 105)
from naı̈ve LEW.1A rats were subjected to in vitro secondary challenge with
KLH or ovalbumin protein as control (25 mg/mL) for 3 days.

Cell generation, in vitro stimulation, and MLR

Human monocytes were obtained by elutriation. Human monocyte-derived
DCs (moDCs) were generated as previously described from elutriated
monocytes cultured for 7 days in complete RPMI 1640 medium
(10% endotoxin-free fetal calf serum [Thermo Fisher], 2 mM L-glutamine, 1 mM
sodium pyruvate, 1 mM N-2-hydroxyethylpiperazine-N9-2-ethanesulfonic
acid [all reagents from Sigma-Aldrich]), supplemented with IL-4 and
granulocyte macrophage–colony-stimulating factor (1000 U/mL; AbCys,
Paris, France).11 Cells were then stimulated for 24 hours (13 106/mL) with
lipopolysaccharide (LPS) (0.5 mg/mL) (Sigma-Aldrich), Poly I:C (2 mg/mL)
(Invivogen, San Diego, CA), R848 (2.5 mg/mL) (Invivogen), recombinant
human TGF-b1 (20 ng/mL) (R&D Systems) alternatively in the presence of
10 mg/mL of coated anti–hCLEC-1 mAb or IgG1 isotype control. Cells were
then subjected to flow cytometry or cultured (12.5 3 103) with 5 3 104

allogeneic human T cells (Pan T Cell Isolation Kit [Miltenyi, Bergisch
Glabach, Germany]) for 5 days (MLR). Proliferation was measured by flow
cytometry by CFSE profile in CD31CD41 T cells. All cytokines were
assessed in supernatants of moDCs or MLR by ELISA (BD Biosciences).
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c Human embryonic kidney cells 293T (HEK293T) were obtained from
American Type Culture Collection;

c Human aortic ECs (HAECs) or human umbilical vein ECs (HUVECs)
were isolated and cultured as previously described12; and

c Bone marrow-derived DCs (BMDCs) from naı̈ve, WT, or CLEC-
1–deficient LEW.1A rats were obtained as previously described by
culturing cells for 8 days in complete RPMI medium, supplemented with rat
IL-4 (4 ng/mL) and murine granulocyte macrophage–colony-stimulating
factor (1.5 ng/mL).13 BMDCs were then stimulated with LPS (1mg/mL) or
zymosan (20mg/mL) (Invivogen, San Diego, CA) and cocultured (MLR) for
5 days with purified allogeneic CFSE-labeled LEW.1W CD41 T cells.
IL-17 and IFN-g ELISA were from BD Biosciences. Rat CLEC-1 Fc or
control human secreted alkaline phosphatase (hSEAP)-Fc fusion protein
(supplemental Figure 3) (10 mg/mL) were added in MLR and in rat purified
CD41 T cell, stimulated with plate-bound (pb) anti-CD3 (G4.18 clone)
(5 mg/mL). Stimulation was performed in the presence of endotoxin
inhibitor polymyxine B (10 mg/mL) (Invivogen).

RNA extraction and quantitative real-time polymerase chain

reaction (qRT-PCR)

RNAs from lung transplant biopsies were extracted with FastPrep Lysing
Matrix (MP Biomedicals, Santa Ana, CA) and amplified with MessageAmp II
aRNA Amplification Kit (Thermo Fisher).

Total RNAs fromBMDCs or allografts were prepared using Trizol (Thermo Fisher).
Retro-transcription and qRT-PCRwas performed using the ViiA 7Real-Time PCR
System and SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher) as previously
described.14 Oligonucleotides used in this study are described in Table 1. Human
HPRT, IL17A, IFNG, and TGFB1 probes were from Life Technology.HPRTwas
used as an endogenous control gene for normalization. Relative expression was
calculated using the 22DDCt method14,15 and expressed in arbitrary units (AUs).

Immunoprecipitation and western blot

Human moDCs were plated on anti–hCLEC-1 (IgG1) or control IgG1
isotype (Invitrogen) mAb coated-plates (10 mg/mL) for 5 or 20 minutes with
or without zymosan (20 mg/mL). Human moDCs, HAECs, HUVECs, and
HEKs were lyzed in Nonidet P-40 1% lysis buffer with protease inhibitors
cocktail (Sigma-Aldrich). CLEC-1 immunoprecipitation was performed with
4 mg of anti–hCLEC-1 mAb (D6) followed by incubation with protein
G-sepharose beads. Proteins were then treated overnight with PNGase
F (Sigma-Aldrich) and dissolved by boiling for 5 minutes in Laemmli sample
buffer. Protein concentration was determined using the BC Assays Kit with
bovine serum albumin (BSA) as standard (Interchim, San Pedro, CA).
Polyvinylidene difluoride membranes were blocked with Tween-20–Tris-
buffered saline, 5% BSA, and incubated with anti-phosphotyrosine (4G10),
anti–hCLEC-1 (in house), anti–phospho-IkBa (Ser32/36), or anti-IkBa
mAbs (0.5 mg/mL) followed by horseradish peroxidase-conjugated second-
ary antibodies. Detection by chemiluminescence was revealed using West
Femto chemiluminescence substrate (Thermo Fisher) and monitored by Las
4000 (Fuji).

Immunohistochemistry (IHC)

Human HUVECs, moDCs, monocytes, and neutrophils were fixed in 4%
paraformaldehyde (ElectronMicroscopy Science, Hatfield, PA) and alternatively
permeabilized with Triton X-100 (0.1%). Cells were stained with anti–hCLEC-1
mAb (D6) or IgG1 isotype control (Invitrogen) (4mg/mL) in phosphate-buffered
saline 1% fetal calf serum, 1% BSA, and then with secondary Alexa-488
anti-mouse IgG1 antibodies for 1 hour. After 10 minutes in phosphate-
buffered saline 1% DAPI, slides were mounted using Prolong Antifade
Reagent (Invitrogen) and observed by confocal fluorescence microscopy
(Nikon A1-RSi). Images were obtained (360 Plan Apo N.A.: 1.4, zoom 2) with
sequential mode, and analyzed by using ImageJ software. Quantitation of
CLEC-1 was performed by Volocity software (PerkinElmer, Waltham, MA).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software
(La Jolla, CA) with 2-tailed unpaired nonparametric Student t test (Mann-
Whitney). Results were considered significant if P values were , .05.

Results

Human myeloid DCs express CLEC-1 at the

cell surface

So far, only limited information has been published on CLEC-1
expression in humans.4,5,8 qRT-PCR analysis in pooled organs
demonstrates a strong expression ofCLEC1A transcripts in placenta
and lung, and a more moderate expression in the lymphoid organs
including spleen, LNs, thymus, and tonsils (supplemental Figure 4i).
In human cell subtypes, abundant CLEC1A transcripts were found
in neutrophils, monocytes, moDCs, and HAECs (supplemental
Figure 4ii). No transcripts were detected in T and B cells. We
demonstrate by CLEC-1 immunoprecipitation followed by western
blot, a high level of CLEC-1 protein in moDCs and ECs (Figure 1A).
By generating a mAb directed against the extracellular domain of anti-
human CLEC-1, we observed a low ectopic expression of CLEC-1 at
the cell-surface of transfected HEKs (supplemental Figure 5A).
These data are in accordance with previous studies5,6,16 and suggest
that CLEC-1 requires other adaptor chains, other PRRs, or sufficient
glycosylation for efficient expression, transport, and cell-surface
stability as described for other CLRs.17,18 No improvement was
observed by cotransfecting cells with plasmids encoding the adaptor
proteins DAP12 and FcRg (data not shown). Cell-surface CLEC-1
expression was confirmed by IHC in transfected cells with anti–
hCLEC-1 mAb (D6 clone) (supplemental Figure 5B).

With this generated mAb, we investigated CLEC-1 protein ex-
pression in human cell subtypes. Interestingly, we observed in blood

Table 1. Oligonucleotides (59 to 39) used for rat qRT-PCR

Gene Oligonucleotides (59 to 39)

r Hprt 59 CCTTGGTCAAGCAGTACAGCC

r Hprt 39 CTGTCTCACAAGGGAAGTGACAA

r Il6 59 ACAGCGATGATGCACTGTCA

r Il6 39 GGAACTCCAGAAGACCAGAGC

r Il12p35 59 TGATGATGACCCTGTGCCTT

r Il12p35 39 GCATGGAGCAGGATACAGAGC

r Il12p40 59 ATCATCAAACCGGACCCACC

r Il12p40 39 CAGGAGTCAGGGTACTCCCA

r Il23p19 59 GGACTCGGACATCTTCACAGG

r Il23p19 39 GGAACGGAGAAGAGAACGCT

r Il10 59 CCTCTGGATACAGCTGCGAC

r Il10 39 GTAGATGCCGGGTGGTTCAA

r Tgfb1 59 CTCAACACCTGCACAGCTCC

r Tgfb1 39 ACGATCATGTTGGACAACTGCT

r Il17a 59 TGCTGTTGCTGCTACTGAACC

r Il17a 39 AACTTCCCCTCAGCGTTGAC

r Ifng 59 AGTGTCATCGAATCGCACCTG

r Ifng 39 TTCTGGTGACAGCTGGTGAAT

Hprt, hypoxanthine phosphoribosyltransferase; r, rat.
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that cell-surface CLEC-1 expression is restricted to the CD162

subpopulation of myeloid DCs and to CD141CD161 monocytes
(Figure 1Bi-ii). Low CLEC-1 expression was observed at the cell-
surface of neutrophils and HAECs where expression is mostly
intracellular, as previously reported6,8 (Figure 1Biii-iv). No expression
of CLEC-1 was observed at the cell-surface or intracellularly in blood
BDCA31 myeloid or CD1231 plasmacytoid DCs (supplemental

Figure 6). Almost all cultured moDCs express cell-surface CLEC-1,
which is largely coexpressed with the other CLR DC-specific ICAM-
3–grabbing nonintegrin (DC-SIGN); however, in contrast to blood,
CLEC-1 does not appear to be restricted to the CD162 sub-
population (Figure 1Ci-ii). Importantly, as we previously described in
rats,4 CLEC-1 expression is decreased on human moDCs by
inflammatory stimuli such as toll-like receptor (TLR) ligands, and is
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Figure 2. CLEC-1 triggering on human moDCs prevents downstream Th17 activation. (A) Human moDCs were stimulated with pb anti–CLEC-1 or IgG1 isotype control
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upregulated by TGF-b (Figure 1Ciii-iv). By IHC, we confirmed that
CLEC-1 expression is mostly intracellular for ECs, and at the cell-
surface for moDCs and monocytes (Figure 1Di-ii). These results
demonstrate that CLEC-1, as for the CLR DC-SIGN,19 is restricted
to a particular cell subtype of DCs in blood while being largely
expressed by moDCs, suggesting that CLEC-1 is enhanced in
particular conditions.

In vitro CLEC-1 triggering on human moDCs

suppresses downstream allogeneic Th17 activation

Because CLEC-1 natural ligands have not yet been identified, we
used anti-human CLEC-1 mAb to mimic the ligand and crosslink
CLEC-1 at the cell-surface of moDCs. By CLEC-1 immunoprecip-
itation in low stringent conditions, we observed no tyrosine
phosphorylation at the expected size of CLEC-1 (32 kDa) following
CLEC-1 ligation, suggesting that tyrosine motif in the cytoplasmic tail is
not phosphorylated (Figure 2A). Nevertheless, we observed several
changes in the tyrosine phosphorylation pattern with enhanced or
decreased phosphorylation of several bands around 40 to 50 kDa in
size, strongly suggesting that CLEC-1 is a functional receptor that
signals via binding partners that remain to be identified.

We next investigated whether CLEC-1 triggering potentiates or
suppresses PRR-induced moDCs maturation, NF-kB pathway
activation, or downstream T-cell polarization as previously described
for other activating or inhibitory CLRs.3 We observed that CLEC-1
triggering on moDCs does not induce by itself nor does it modulate
the expression of the activation markers CD80, CD86, CD83, and
HLA-DR, or the production of tumor necrosis factor-a, IL-12p70,
IL-6, IL-23, and IL-10 induced by TLR 4 ligand (TLR 4-L), zymosan
(agonist of both DECTIN-1 and TLR 2) (Figure 2B-C), TLR 3, and
TLR 7 ligands (data not shown). Moreover, CLEC-1 triggering
does not induce by itself nor does it modulate the zymosan-induced
activation of the SYK-dependent canonical NF-kB pathway,
evaluated by the phosphorylation of the NF-kB inhibitor IkBa
(Ser32/36) and by its degradation (Figure 2D). Nevertheless,
because CLEC-1 activation was achieved by antibody crosslinking,
it will be important to determine whether true ligands, once
identified, elicit similar responses. These results suggest that
CLEC-1 may engage an alternative pathway of NF-kB activation
that requires further investigation.

Interestingly, we observed that CLEC-1 triggering on moDCs alone
(Figure 2Ei-ii) or in combination with TLR L or zymosan (data not
shown), although not modulating the subsequent proliferation of
allogeneic T cells, reduced Th17 activation and skewed the response
toward a Th1 polarization.

These data demonstrate that CLEC-1 triggering on human moDCs
inhibits downstream Th17 response.

Downregulation of CLEC1A expression in human lung

transplants is predictive of CR

Given the strong expression of CLEC1A in lung, we investigated its
modulation in lung biopsies from stable patients or from patients
prior to the diagnostic of CR. At that time, biopsies do not ex-
hibit histopathology signs of rejection (supplemental Figure 7).
Interestingly, we observed a lower expression of CLEC1A
transcripts in biopsies from patients prior to CR, and this was
associated with a higher level of IL17A transcripts (Figure 3). No
difference was observed for IFNG or TGFB1 expression. These
data suggest that the strong expression of CLEC-1 in lung, as
a CLR potentially involves in the first-line of defense against
pathogens, may play also a crucial role in adaptive immune
response to locally dampen Th17 responses.

Disruption of CLEC-1 signaling in rat BMDCs

enhances in vitro T-cell responses

To gain insight into the function of CLEC-1, we generated CLEC-
1–deficient rats that are viable, healthy, and born from heterozygote
breeding with the expected Mendelian frequency. At steady-state,
CLEC-1–deficient rats exhibited regular myeloid and lymphoid
immune cell compartments in blood and peripheral lymphoid organs
(data not shown).

We previously showed that rat BMDCs express CLEC-1.4 Therefore,
we compared these cells from WT and CLEC-1–deficient rats
for their phenotype and function. We observed no difference in their
ability to maturate in response to TLR4 L or zymosan, according
to the maturation markers CD80, CD86, and Class-I and -II major
histocompatibility complex (Figure 4A). However, we found that
CLEC-1–deficient BMDCs expressed a higher level of Il12p40
subunit than WT BMDCs in US condition, and following LPS and
zymosan activation (Figure 4B). An increase in Il12p35 was also
observed following zymosan stimulation. No difference was observed
for Il23p19, Il6, Il10, and Tgfb1 expression. Furthermore, CLEC-
1–deficient BMDCs induced an enhanced proliferation of allogeneic
CD41 T cells in MLR that was associated with an increased number
of IL-171 CD41 T cells (Figure 4Ci-ii, respectively).

To confirm these data, we generated rat CLEC-1 Fc fusion protein
(supplemental Figure 3) that should block CLEC-1 interaction
on BMDCs with its putative ligand(s), and thus mimic CLEC-1
deficiency. Similarly, we observed in the presence of CLEC-1 Fc
fusion protein in MLR, a more prominent proliferation of allogeneic
T cells and more IL-17 production (Figure 5Ai-ii, respectively). As
control, no direct effect of CLEC-1 Fc was observed on proliferation
or on IL-171 cells number, and IL-17 production of anti-CD3
polyclonally activated CD41 T cells (Figure 5Bi-ii, respectively). This
demonstrates that the increase of Th17 activation in MLR was
specific to CLEC-1 signaling disruption in BMDCs, and not due to
ligation of CLEC-1 Fc and possible agonist effect on a putative
ligand on T cells.

0.08
CLEC1A IL17A IFNG TGFB1

*
**

3 0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

2

1

0

0.06

0.04

0.02

0.00

0.08

0.06

0.04

0.02

0.00

STA
BLE

STA
BLECR CR

STA
BLE CR

STA
BLE CR

m
RN

A 
ex

pr
es

sio
n/

   
   

  (
AU

)
HP

RT

Figure 3. Decreased CLEC1A expression in lung transplants is predictive of

CR. Lung transplants from stable patients or frompatients prior to the development ofCRwere

subjected to qRT-PCR for HPRT, CLEC1A, IL17A, IFNG, and TGFB1. Results were

expressed in histograms as mean6SEM of 7 samples in each group and were expressed in

AU of specific cytokine/HPRT ratio. *P , .05; **P , .01. mRNA, messenger RNA.

562 LOPEZ ROBLES et al 28 MARCH 2017 x VOLUME 1, NUMBER 9
81



Taken collectively, these data demonstrate in vitro that the ab-
sence of CLEC-1 signaling in rat BMDCs enhanced their Il12p40
subunit expression and their ability to induce allogeneic Th17 cell
activation.

CLEC-1 deficiency enhances in vivo DC-mediated Th1

and Th17 responses

We previously described in rat that conventional DCs (cDCs)
from secondary lymphoid organs express CLEC-1.4 Therefore, we

investigated the potential function of CLEC-1 in DC-mediated
antigen-presentation and Th responses following in vivo immunization.

Following subcutaneous injection of KLH and CFA, we observed
after in vitro secondary challenge of total draining LNs or
purified CD41 T cells from CLEC-1–deficient rats, an increased
proliferation of KLH-specific CD41 T cells associated with an
increased number of IL-171, IL-171 IFN-g1, and IFN-g1 CD41

T cells (Figure 6Ai-ii, respectively). Importantly, similar results were
obtained in chimeric rats (WT rats fully reconstituted with BM
from CLEC-1–deficient rats), suggesting that this enhanced in vivo
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Figure 4. Rat CLEC-1–deficient BMDCs enhance Th17-cell activation. (A) BMDCs from WT and CLEC-1–deficient rats were stimulated with TLR 4-L or zymosan for

24 hours, and CD80, CD86, and Class I and II major histocompatibility complex (MHC) were assessed by flow cytometry. Data were expressed in histograms as mean 6 SEM of 6

independent experiments. (B) BMDCs were stimulated with TLR4-L or zymosan for 8 hours, and Il12p40, Il12p35, Il23p19, Il6, Il10, and Tgfb1 were assessed by qRT-PCR. Results

were expressed in histograms as mean 6 SEM of 6 independent experiments and were expressed in AU of specific cytokine/Hprt ratio. (C) BMDCs were incubated for 4 days in

MLR with allogeneic purified CD41 T cells. (i) Histogram and representative staining of proliferation (CFSE dilution) assessed in CD41 T cells by flow cytometry, and (ii) histogram

and representative dot plots of percentage of IL-171 and IFN-g1 cells among gated CD41 T cells assessed by flow cytometry. Data were expressed in histograms as mean6 SEM
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priming was due to the absence of CLEC-1 in myeloid cell
compartment and not to the one in ECs (Figure 6Aiii).

Similarly, following immunization with cardiac allografts, we observed
after in vitro secondary challenge of splenic purified T cells from
CLEC-1–deficient rats, an increased proliferation of allogeneic T cells
(Figure 6Bi). In addition, although allografts were rejected with a
similar kinetic at day 7 after transplantation (data not shown), we
observed an increased expression of Il17a transcripts in allografts
from CLEC-1–deficient recipients, suggesting more Th17 cell
activation (Figure 6Bii).

These data demonstrate that the in vivo deficiency of CLEC-1
signaling in cDCs exacerbates priming, and downstream Th17 and
Th1 responses in both innate and adaptive immunity.

Discussion

In this study, we demonstrate that CLEC-1 is a functional cell-surface
inhibitory receptor on human DCs that restrains downstream Th17

activation. Furthermore, the use of CLEC-1–deficient animals
brings to light an in vivo function for CLEC-1 in the prevention of
excessive DC-mediated CD41 T-cell priming, and Th17 and Th1
polarization. Interestingly, we found in human blood, a cell-surface
CLEC-1 expression restricted to myeloid CD162 DCs and to
CD141CD161 monocytes. Both cell subtypes are known to
exhibit strong pro-inflammatory properties and to be potent
inducers of Th17 cell expansion.20-23 Moreover, cell-surface
CLEC-1 expression was observed on human moDCs, and as in
rat,4 is decreased by inflammatory stimuli and is upregulated by
TGF-b. In contrast, CLEC-1 appears to be mostly expressed
intracellularly in ECs and neutrophils. Therefore, as for other CLRs
such as LOX-1 or DC-SIGN, pattern, localization, and regulation of
CLEC-1 expression may depend on cell subtypes and
microenvironment.24-26 Cell-surface CLEC-1 may be enhanced in
particular conditions such as an environment rich in TGF-b to
locally impede excessive inflammatory response. Indeed, we
originally identified CLEC-1 as upregulated in a TGF-b–dependent
model of rat allograft tolerance, and demonstrated that regulatory
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Figure 6. CLEC-1–deficient rats exhibit an exacerbation of in vivo DC-mediated CD4
1
Th1/Th17 responses. (A) WT, CLEC-1–deficient rats (i-ii) and chimeric rats

reconstituted with BM fromWT or CLEC-1–deficient rats (iii) were immunized subcutaneously in the footpad with CFA plus KLH protein (100 mg/mL). At day 10 after immunization,

popliteal LNs were harvested and total LN cells or purified CD41 T cells were re-stimulated in vitro with KLH or control ovalbumin (25 mg/mL) for 3 days. Histograms and

representative plots of proliferation (CFSE dilution) and percentage of IL-171, IL-171 IFN-g1, and IFN-g1 cells in gated CD41 T cells assessed by flow cytometry. Data were

expressed as histograms as mean 6 SEM of 4 independent experiments. Staining of isotypes was indicated as control. (B) WT and CLEC-1–deficient rats were transplanted with

cardiac allografts. (i) At day 5 after transplantation, purified CD41 T cells from spleen were re-stimulated in vitro with donor T-cell–depleted splenocytes (MLR) for 3 days.

Histograms of proliferation (CFSE dilution) in gated CD41 T cells assessed by flow cytometry and expressed as mean6 SEM of 4 independent experiments. (ii) Il17a and Ifng were

assessed by qRT-PCR in cardiac allografts harvested at day 5 after transplantation. Results were expressed in histograms as mean6 SEM of 4 independent experiments and were

expressed in AU of specific cytokine/Hprt ratio. *P , .05; **P , .01. mRNA, messenger RNA.
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CD41CD251 T cells enhance CLEC-1 expression and are necessary
for DC-mediated Th17 inhibition.4 Importantly, we found a decreased
expression of CLEC1A in human lung as predictive of the Th17-
associated development of CR.27 Therefore, CLEC-1 may represent a
new therapeutic target in a clinical setting to limit Th17 activation and
notably lung tissue injury. This profile of expression in DCs with a
decrease following inflammatory stimulation represents a classic
response observed for other inhibitory receptors such as myeloid C-
type lectin-like receptor28 or DC immunoreceptor,29 which have also
been shown to suppress in vivo T-cell responses and inflammation.30,31

However, in contrast to these inhibitory CLRs,28,29 CLEC-1 does not
hamper total DC maturation or pro-inflammatory cytokine production,
and we only observed a decrease of Il12p40 subunit expression.
Interestingly, the activating receptor DECTIN-1, has in contrast been
shown to enhance Il12p40 subunit expression in DCs to promote
bioactive IL-23 and IL-12p70 production, and Th17 and Th1
polarization.32-34 DECTIN-1 ligation on DCs was shown to trigger
the SYK-dependent activation of both the canonical and noncanonical
NF-kB pathways, with the latter repressing the Il12p40 expression.
However, according to the ligand, DECTIN-1 can also signal through a
SYK-independent Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase
(RAF-1) pathway to prevent Il12p40 repression.33 For example, in
response to Curdlan and Candida albicans challenge, DECTIN-1
leads in mice to both Th1 and Th17 polarization,33 whereas in
response to Aspergillus fumigatus, it potentiates Th17 differentiation
by inhibiting Th1 polarization.35 We observed in DCs that CLEC-1
signaling alone or in combination with TLR L or zymosan suppress
particularly the subsequent Th17 activation in vitro, but both Th1
and Th17 responses following immunization with CFA in vivo.
Because CFA is known to trigger numerous PRRs such as CLRs,36

this suggests that CLEC-1may differently suppress the Th1 or Th17
responses according to the ligands and PRR coengagement.
Alternatively, CLEC-1 in DCs may also shape the Th17/Th1 balance
by mechanisms others than the only expression of polarizing
cytokines. For example, DECTIN-1 signaling in DCs has been shown
to influence T-cell polarization fate by modulating also the
expression of the costimulatory molecules OX40 ligand.37

We found that CLEC-1 ligation does not induce by itself nor does it
modulate the zymosan-induced activation of the SYK-dependent
canonical NF-kB pathway. Nevertheless, we observed changes
in the phosphorylation pattern of CLEC-1–binding partners. There-
fore, CLEC-1 by itself or through partners could suppress Il12p40
expression by acting via the noncanonical NF-kB pathway. Alterna-
tively, CLEC-1 could antagonize the SYK-independent RAF-1
pathway. Interestingly, CLEC-1 contains in its cytoplasmic tail a tri-
acidic motif [DDD],3 which has been shown for other CLRs to promote
RAF-1 signaling and to modulate PRRs pathways.38-40 However, if this
tri-acidic motif is functional for CLEC-1 is currently unknown.

We have not been able to detect the cells expressing the endogenous
ligands with a CLEC-1 Fc fusion protein. Nevertheless, our in vitro data

suggest that CLEC-1 ligands may be expressed by hematopoietic
cells themselves, or released “naturally” or during cell damage.
For examples, DC immunoreceptor-2 and its endogenous ligand
have been described to be both expressed at the cell-surface of
cDCs in mice.22 DECTIN-2 was shown to recognize as “danger
sensor” molecules released into DC culture and a putative ligand
on regulatory T cells to suppress immune responses.41,42 An
endogenous ligand for DECTIN-1 has also been reported on
T cells that, in contrast to CLEC-1, acts as a costimulatory
molecule enhancing T-cell proliferation.43 Therefore, the identifi-
cation of CLEC-1 ligand(s) is urgently needed to better decipher
cell signaling and function.

In conclusion, these findings establish in both human and rodent,
the relevance of CLEC-1 in DCs in the tight control of downstream
Th17 responses. CLEC-1 as an inhibitory cell-surface receptor
may represent a therapeutic tool to manipulate the degree and
quality of T-cell responses, and a new treatment paradigm in
transplantation, autoimmunity, cancer vaccination, and infectious
diseases.
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Supplemental Materials and Methods 

 

Generation of Clec1a Knock-out (KO) rats by Zinc Finger Nuclease (ZFN) 

technology. 

In vitro-transcribed mRNA-encoding ZFN-targeted sequences specific for rat Clec1a 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) were microinjected in fertilized one-cell stage embryos 

as previously described 1,2. Mutations in newborn were detected by PCR using the 

following primers 5′-GCCTGCCTTAATTTTGCATC-3′ forward; 5′-

TTGCCTTTAGAAAGATGAAGGG-3′ reverse and were sequenced. One of the 

founders presented a 7 bp deletion of the following sequence: 5′-ACCACAA-3′ 

leading to a premature stop-codon at the 114 amino-acid of CLEC-1, and thus, 

lacked most of the extracellular domain. Heterozygotes were subjected to breeding to 

generate CLEC-1 deficient Knock-Out (KO) and wild-type (WT) littermates. 

 

Western blot on lungs from CLEC-1 deficient rats. 

Lung from Wild-type (WT), Heterozygous (HET) or CLEC-1 deficient (KO) rats were 

lysed on ice in RIPA solution and nuclei and cellular debris was removed by 

centrifugation for 20 min at 10,000 rpm supplemented with Protease Inhibitors 

Cocktail (PIC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Lung extracts (300µg) were treated 

overnight with PNGase F (Sigma-Aldrich) according to manufacturer’s instructions. 

Protein concentration was determined using the BC assays kit with bovine serum 

albumin (BSA) as standard (Interchim, San Pedro, CA). PVDF membranes were 

blocked with TBS (Tween-20-Tris buffered saline), 5% BSA and incubated with 

polyclonal rabbit anti-rat CLEC-1 (0.8 µg/ml) generated as previously described 3 or 

mouse anti--actin (0.2 µg/ml) (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) diluted in TBS-

1% BSA (1h RT) and then with HRP-goat anti-rabbit (0.1 g/ml) or anti-mouse IgG 

(0.3 g/ml). Detection by chemiluminescence was performed using West Pico 

chemiluminescence substrate (Thermofisher, Waltham, MA) and protein expression 

assessed by Las 4000 (Fuji). 

 

Generation of rat CLEC-1 Fc fusion protein. 
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The cDNA encoding the extracellular domain of CLEC-1 (ADK94891 amino acids 74-

261), was amplified by PCR and the 5’ and 3’ ends tagged with ECORI BglII 

restriction sites, respectively. Following digestion, cDNA products were cloned and 

insert in-frame into pFUSE-mIgG2Ae1-Fc2 v10 [Fab] (Invivogen, San Diego, CA) 

vector containing IgG2a Fc fragment mutated on 3 amino-acid to prevent FcRI 

binding. Plasmids were transfected in eukaryote cells with lipofectamine according to 

the manufacturers’ instructions (ThermoFisher). CLEC-1 Fc was purified from 

supernatant with HiTrap g affinity column (GE Healthcare Bio-sciences, Pittsburgh, 

PA), dialysed using a Slide-A-Lyzer dialysis cassette (ThermoFisher) and quantified 

using BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce). Purity and protein structure was 

confirmed by SDS-PAGE followed by Coomassie staining and western blot analysis 

with anti-mouse IgG or anti-rat CLEC-1 antibody as described in western blot section 

of supplemental Materials and Methods. A control recombinant secreted truncated 

form of a human embryonic alkaline phosphatase (hSEAP Fc) was generated 

(pFUSE-SEAP-hFc, Invivogen) and purified under the same conditions than CLEC-1 

Fc. 

 

Human cells. 

- Human Embryonic Kidney cells (HEK293T) were obtained from American Type 

Culture Collection. 

- Human cells were sorted using the following markers, SSClowCD45+CD3+ or CD19+ 

for T and B cells respectively, SSChighCD45+CD16+ for neutrophils and 

SSClowCD45+CD14+ for monocytes using mAbs (BD Biosciences) and a FACSAria 

flow cytometer (BD Biosciences). Purity was >99%. 

-Human monocyte-derived DCs (moDCs) were generated as previously described 4 

from elutriated monocytes cultured for 7 days in complete RPMI 1640 medium (10% 

endotoxin-free FCS (ThermoFisher) and with 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium 

pyruvate, 1 mM Hepes (all reagents from Sigma-Aldrich)), supplemented with IL-4 

and GM-CSF (1000 IU/ml; AbCys, Paris, France). 

-Human aortic endothelial cells (HAECs) were isolated and cultured as previously 

described 5. 
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Transfection of eukaryotes cells. 

2.5X105 HEK were transduced using GeneCellin TM (Eurobio, Toulon, France) with 

plasmids encoding eGFP-T2A or-eGFP-T2A-human-CLEC1A DNA constructs (2µg) 

(Eurofins Genomics GmbH (Ebersberg, Germany)). GFP and ectopic human CLEC-1 

expression was evaluated by Flow Cytometry and Fluorescence microscopy at 24h 

post transfection. 

 

Histology on HEK cells. 

Adherent transfected Human Embryonic Kidney cells (HEK293T) (cultured on a 

coverslip overnight) were fixed in 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy 

Science, Hatfield, PA) and permeabilized with Triton X100 (0.1%). Cells were stained 

with anti-hCLEC-1 mAb (D6 clone, Santa Cruz, Dallas, CA) (4 μg/ml) for 1h at room 

temperature in PBS 1% Fetal Call Serum (Thermofisher), 1% bovine serum albumin 

and then with secondary Alexa Fluor-568 anti-mouse IgG1 antibodies. After 10 min 

incubation in PBS containing 1% DAPI, slides were mounted using Prolong Antifade 

Reagent (Thermofisher) and observed by fluorescence microscopy (Nikon A1 R Si 

Confocal microscope). Images were obtained (X60 Plan Apo N.A: 1.4, zoom 2) with 

sequential mode and analyzed by using ImageJ program. 

 

RNA extraction and real-time quantitative RT-PCR 

Total RNAs from cells were prepared using Trizol (Thermofisher) according to the 

manufacturer’s instructions. cDNA from human organs (1 to 15 pooled samples) were 

provided by Human Immune System and MTC Panel I from male or female 

Caucasians (Clontech Mountain View, CA). 

Real-time quantitative PCR was performed using the ViiA 7 Real-Time PCR System 

and SYBR Green PCR Master mix (ThermoFisher) as previously described 6. 

Oligonucleotides used are human HPRT 5’TAGCCCTCTGTGTGCTCAA 

3’CTGATAAAATCTACAGTCATAGGAATGG and human CLEC1A 

5’TCAGAACTACCGTCCCCGAT 3’ACAGGTGCAGATGAAGAGGC. HPRT was used 

as an endogenous control gene for normalization. Relative expression was 

calculated using the 2-ΔΔCt method 6,7 and expressed in arbitrary units (AU) of specific 

gene/HPRT ratio. 
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Supplemental Figures 

 

Supplement Figure S1: Strategy of generation and genotyping of Clec1a KO 

rats. 

(A) Zinc Finger Nuclease (ZFN) specific of rat Clec1a were designed by Sigma and 

induced a deletion of 7 bp (indicated in red) in exon 2. Amino Acid (AA) of Wild Type 

(WT) and Knock-Out (KO) rats were represented to demonstrate the generation of a 

stop codon in the open reading frame at AA 114 in Clec1a KO rats. (B) DNA was 

extracted from tails one week after birth and PCR to detect the 7 bp deletion was 

performed with the forward and reverse indicated primers. Electrophoresis illustrate 

results from PCR amplifying the bands for WT (one band 304 bp), Heterozygous 

(HET) (two bands 304 and 297 bp) and KO (one band 297 bp) rats. Additional larger 

bands represent formation of heteroduplex DNA double strands with mismatches 

between the two strands resulting in slower migration during electrophoresis.  
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Supplement Figure S2: Absence of CLEC-1 protein in CLEC-1 deficient rats.  

CLEC-1 deficient rats (KO) were generated by ZFN technology and CLEC-1 

deficiency was confirmed by western blot as described in Material and Methods in 

deglycosylated lung extracts from KO, HET and WT rats with anti-rat CLEC-1 

polyclonal Ab (expected size 32 kDa) generated as previously described 3 and with 

anti-ß-actin mAb as control (expected syze 43kDa). Results are representative of 

three independent experiments with different animals. M line represents Molecular-

weight size markers. 
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Supplement Figure S3: Generation of rat CLEC-1 Fc fusion protein. 

Soluble rat CLEC-1 Fc purified protein was produced in eukaryotes cells transfected 

with plasmid encoding the extracellular domain of rat CLEC-1 fused to Fc fragment of 

mouse IgG2a as described in Supplemental Materials and Methods. Western blots 

analysis of CLEC-1 Fc fusion protein was revealed with (i) anti mouse IgG 

peroxydase in non-denaturing conditions (expected size 130 kDa) and with (ii) anti-

rat CLEC-1 polyclonal Abs generated as previously described 3 in denaturing 

conditions (expected syze 65 kDa). M line represents Molecular-weight size markers. 
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Supplement Figure S4: CLEC1A mRNA expression in various human organs 

and cell-subtypes. 

CLEC1A mRNA expression was assessed by quantitative RT-PCR in (i) human 

organs (from 1 to 15 pooled samples) (histogram is representative of three different 

run experiments and expressed in Arbitrary Unit (AU) of CLEC1A /HPRT ratio) and in 

(ii) human peripheral blood leucocytes (PBL), neutrophils (Neutro), monocytes 

(Mono), monocyte-derived Dendritic Cells (moDCs), Human Aortic Endothelial Cells 

(HAECs), T and B cells. Results were expressed in histogram as mean ± SEM of 4 

samples and are expressed in Arbitrary Unit (AU) of CLEC1A /HPRT ratio. 

 

 

94



LOPEZ-ROBLES et al.                     CLEC-1 IN DCs INHIBITS T-CELL RESPONSES 

Supplemental Data 

8 

 

Supplement Figure S5: Transfection of eukaryotes cells with plasmids 

encoding GFP and human CLEC1A. 

(A) Flow cytometry analysis and (B) confocal microscopy images of eukaryote 

Human Embryonic Kidney (HEK) cells transfected with plasmids encoding GFP alone 

or human CLEC1A and GFP for 24h. Dot plots exhibit GFP (FITC) and isotype (IgG1) 

or CLEC-1 (APC) staining revealed by anti-human in house CLEC-1 mAb and 

evaluated by flow cytometry. Images represent DAPI (blue), GFP (green) and CLEC-

1 (red) staining revealed by anti-human CLEC1 mAb (D6 clone) followed by 

secondary anti-mouse Alexa-568 antibody. Original magnification x600. Data are 

representative of three independent experiments.  
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Supplement Figure S6: CLEC-1 expression in different subsets of human blood 

DCs in non-permeabilized and permeabilized conditions. 

Representative dot plots of CLEC-1 staining evaluated by flow cytometry in non-

permeabilized (non-perm) and permeabilized (perm) conditions in human blood 

CD45+LIN-HLADR+ subpopulation of CD11c+CD123- and CD11c+BDCA3+ myeloid 

DC (mDC) and CD11c-CD123+ plasmacytoid DCs (pDC). Data are representative of 

five independent experiments. 
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Supplement Figure S7: Rejection grade in lung transplant biopsies and graft 

outcome. 

Rejection grade was evaluated by anatomical pathology (histopathology) in lung 

transplant biopsies from the multicentric longitudinal cohort “Cohort in Lung 

Transplantation” (COLT, NCT00980967) at the indicated time post transplantation. 

Graft outcome and estimated onset of chronic rejection are indicated for each 

sample. 

 

No Time post-transplantation Grade of rejection Graft outcome 
(estimated onset of CR) 

1 1 year 0 Stable 

2 1 year 0 Stable 

3 6 months 0 Stable 

4 1 year 0 Stable 

5 1 year 0 Stable 

6 1 ½ year 0 Stable 

7 6 months 0 Stable 

8 1 year 0 Stable 

9 6 months 1 CR (1 year) 

10 1 year 0 CR (3 years) 

11 1 year 1 CR (1 year) 

12 1 year 0 CR (2 ½ years) 

13 6 months 0 CR (1 year) 

14 6 months 0 CR (1 year) 

15 1 year 0 CR (2 years) 

Grade 0 : No interstitial infiltrate, No fibrosis, No endothelial cell injury 

Grade 1 : Inflammatory infiltrate 

CR (Chronic Rejection) 
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Discussion  

Tout au long de ce projet, plusieurs expériences ont été réalisées dans le but 

d’approfondir les connaissances sur le récepteur « lectin-like » de type C, CLEC-1, chez 

l’homme et chez le rat. A l’heure actuelle, peu de recherches ont été menées sur CLEC-

1. Les ligands exogènes ou endogènes de CLEC-1 n’ont pas encore été identifiés et rien 

n’est connu quant à sa signalisation. Cependant, c’est une molécule très conservée au 

niveau évolutif, et elle fait partie d’une famille de récepteurs impliqués dans la 

régulation de la réponse immune innée et adaptative. De plus, avant mon arrivée, la 

mise en évidence par l’équipe, du rôle inhibiteur de CLEC-1 dans les cellules 

dendritiques de rat sur la polarization Th17 (Thebault et al. 2009), rendait cette 

recherche très encourageante et intéressante. 

Peu de choses étaient connues sur l’expression de CLEC-1 chez l’homme et ceci 

était uniquement au niveau transcriptionnel. Nous avons donc commencé par l’étude 

du profil d’expression de CLEC-1 au niveau tissulaire et cellulaire chez l’homme. Cette 

étude a montré une très forte expression de transcrits de CLEC-1 dans le placenta et 

les poumons. Ces sont des sites importants de défense immunitaire. Etant donnés ses 

propriétés immunorégulatrices, CLEC-1 pourrait intervenir dans des conditions de 

réponse immunitaire excessive dans le but de la diminuer. CLEC-1 est également 

exprimé mais de manière plus modérée dans les organes lymphoïdes comme le 

thymus, la rate, les ganglions lymphatiques et les amygdales.  

L’analyse de l’expression des transcrits de CLEC-1 dans les différents sous-types 

cellulaires a montré un fort niveau d’expression dans les neutrophiles, les monocytes, 

les cellules dendritiques dérivées des monocytes (moDCs) et  les cellules endothéliales 

HAECs (Human aortic endothelial cells). Par immunoprécipitation de CLEC-1 et western 

blot, nous avons confirmé au niveau protéique le fort niveau d’expression de CLEC-1 

dans les moDCs et dans les cellules endothéliales comme les HAECs et les HUVECs 

(Human umbilical vein endothelial cells). Nous n’avons pas observé d’expression de 

CLEC-1 dans les cellules HEKs (Human embryonic kidney cells). Ces cellules ont donc 

permis l’expression ectopique de CLEC-1 humain suite à une transfection et la 

validation d’un anticorps monoclonal dirigé contre le domaine extracellulaire de CLEC-

1 humain. Cet anticorps anti CLEC-1 humain a été généré par une biotech (Biotem) 
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suite à l’immunisation de souris avec un peptide (20 mers) du domaine CRD de CLEC-1. 

Nous avons confirmé par immunohistochimie l’expression de CLEC1 à la surface 

cellulaire. Cependant cette expression ectopique était très difficile à obtenir et était 

plus ou moins faible. Ceci était en adéquation avec les études précédentes (Colonna, 

Samaridis, and Angman 2000; Sobanov et al. 2001; Kataoka et al. 2000), qui 

montraient une expression intracellulaire de CLEC-1 uniquement et qui suggéraient  la 

nécessité d’une autre molécule adaptatrice pour sa stabilité à la membrane cellulaire. 

Nous avons donc co-transfecté les cellules HEKs avec CLEC-1 et les adaptateurs DAP12 

et FcRγ, qui sont impliquées dans la signalisation de certains CLRs mais cela  n’a pas 

induit d’augmentation de l’expression ectopique de CLEC-1. Ce résultat pose de 

nouvelles hypothèses, comme le besoin de la présence du ligand de CLEC-1 pour se 

transporter de façon stable au niveau de la surface cellulaire, ou le besoin d’autres 

chaines adaptatrices, de l’expression de d’autres CLRs ou PRRs ou de glycosylations 

pour sa production, stabilité et transport à la surface cellulaire.  

Néanmoins, la validation de notre anticorps monoclonal nous a permis d’être 

les premiers à étudier l’expression de CLEC-1 au niveau protéique chez l’homme. De 

façon très intéressante, nous avons montré par cytométrie en flux l’expression de 

CLEC-1 chez l’homme par une sous-population particulière de cellules dendritiques 

conventionnelles du sang, les cDCs CD16- et par les monocytes CD14+ CD16+. Ces deux 

sous-populations de cellules ont été décrites dans la littérature pour leurs propriétés 

pro-inflammatoires et pour leur rôle dans l’expansion des cellules Th17 (Passlick, 

Flieger, and Ziegler-Heitbrock 1989; Rossol et al. 2012; Piccioli et al. 2007; Lundberg et 

al. 2014). Cependant, nous n’avons pas observé d’expression de CLEC-1 dans d’autres 

sous-types de cellules dendritiques comme les myéloïdes BDCA3+ et les 

plasmacytoides CD123+, ni à la surface cellulaire, ni en intracellulaire. En revanche, 

l’expression de CLEC-1 est importante au niveau intracellulaire dans les neutrophiles et 

dans les cellules endothéliales. Nous avons également montré dans les moDCs une co-

expression de CLEC-1 à la surface cellulaire avec le récepteur lectin de type C DC-SIGN. 

A la différence des cellules dendritiques du sang, cette expression n’est pas restreinte 

à la sous-population CD16-. Finalement, et de façon importante, en accord avec ce qui 

avait était montré précédemment chez le rat (Thebault et al. 2009), l’expression de 
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CLEC-1 est diminuée par des stimuli pro-inflammatoires comme les ligands de TLRs, et 

en revanche est augmentée par le TGF-β. 

L’analyse de ces résultats montre que le profil, la localisation, et la régulation 

de CLEC-1 chez l’homme, comme d’autres CLRs tels que LOX-1 et DC-SIGN (Alanne-

Kinnunen et al. 2014; Minami et al. 2000; Draude and Lorenz 2000), sont dépendants 

des sous-types cellulaires et aussi de son environnement. CLEC-1, de façon similaire à 

DC-SIGN (Engering et al. 2002), n’est exprimé que par certains sous- types cellulaires 

dans le sang. Cependant, il est largement exprimé dans les moDCs, et son expression 

est modulée positivement par la cytokine immunosuppressive TGF-β. L’expression de 

CLEC-1 pourrait donc augmenter dans des conditions très particulières comme un 

environnement immunosupprimé riche en TGF-β, et ce dans le but de réguler une 

réponse immunitaire excessive. 

Afin d’étudier la fonction de CLEC-1 dans les cellules dendritiques chez 

l’homme, nous avons utilisé l’anticorps monoclonal (cross-linqué) pour mimer le ligand 

et donc stimuler le récepteur. CLEC-1 contient dans son domaine intra-cytoplasmique 

un amino-acide avec un potentiel de phosphorylation très important, la tyrosine. 

Cependant, nous n’avons pas observé de phosphorylation au niveau de cette tyrosine 

de CLEC-1 (32KDa) par western blot après stimulation des moDCs avec l’anticorps, mais 

en revanche, nous avons observé des changements importants dans le profil de 

phosphorylations de protéines d’environ 40-50 KDa. Une protéine apparait plus 

phosphorylée alors qu’une autre l’est moins. Ceci suggère que CLEC-1 est un récepteur 

actif qui signale, et qui génère des cascades de phosphorylations ou de 

déphosphorylations suggérant l’activation de kinases et/ou de phosphatases ; ce qui 

est commun pour d’autres CLRs (cf Introduction partie II). Cette expérience nous a 

donc permis de prouver la fonctionnalité de notre anticorps, il reste maintenant à 

identifier les protéines impliquées dans les voies de signalisation. A noter cependant 

que l’activation par l’anticorps n’est pas physiologique et pourrait induire une voie de 

signalisation différente de celles induites par les ligands endogènes ou exogènes. Il est 

donc urgent d’identifier les ligands de CLEC-1 pour étudier finement les voies de 

signalisation induites par chaque ligand. Nous collaborons avec Gordon Brown un 

éminent spécialiste en CLRs (Aberdeen, uk) et il essaye d’identifier les ligands exogènes 
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de CLEC-1 en testant par Biacore l’interaction avec différents composés pathogéniques 

(également par puces à protéines/carbohydrates). De notre côté, nous envisageons de 

déterminer les ligands endogènes de CLEC-1 par biacore suivie de spectrométrie de 

masse (protéine recombinante CLEC-1 humaine sur laquelle est passée des lysats 

cellulaires, puis ce qui sera accroché sera passé en spectrométrie de masse (plate-

forme protein, Rennes). 

Par la suite, nous avons voulu déterminer si la stimulation de CLEC-1 avec 

l’anticorps pourrait intervenir positivement ou négativement sur la maturation et 

l’activation des moDCs par lui-même ou induites par d’autres PRRs (ligand TLR et 

zymosan). Nous avons d’abord regardé la modulation des marqueurs d’activation 

CD80, CD86, CD86 et HLA-DR suite à la stimulation et nous n’avons pas observé de 

différence. Nous avons regardé ensuite par ELISA la production de cytokines comme le 

TNF, l’IL-12p70, l’IL-6, l’IL-23, et l’IL-10 et aucune différence n’a été observée. 

Cependant, afin d’étudier le rôle de CLEC-1 dans la polarisation des cellules Th dans 

une réponse cellulaire allogénique, nous avons co-cultivé des moDCs préalablement 

stimulées avec l’anticorps avec des cellules T allogéniques. Nous n’avons pas observé 

de différences au niveau de la prolifération, mais, de façon très intéressante, la 

production d’IL-17 était diminuée alors que la production d’IFN-γ était augmentée.   

Ces résultats montrent chez l’homme le rôle de CLEC-1, par lui-même ou en 

combinaison d’autres PRRs, dans l’inhibition de la différenciation des cellules Th17. 

Dans le but de consolider ces résultats, une étude en parallèle a été faite chez 

le rat. Précédemment notre équipe avait montré chez le rat le rôle de CLEC-1 dans les 

DCs dans l’inhibition de la réponse Th17 par la technique de siRNA (Thebault et al. 

2009). Dans le but de confirmer et d’approfondir cette hypothèse, nous avons fait 

générer des rats knockout (KO) pour CLEC-1 par la technique des Zinc-finger nucleases. 

Nous avons commencé par regarder l’impact de l’absence de CLEC-1 chez l’animal. Nos 

rats KO étaient viables et ne montraient pas de signes de développement de maladies 

auto-immunes au long terme. Nous avons regardé également les différentes sous-

populations cellulaires myéloïdes et lymphoïdes à l’état de repos et nous n’avons pas 

observé de modifications entre les animaux WT et ceux KO.  
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L’équipe avait précedemennt montré que CLEC-1 est exprimé par les cellules 

dendritiques dérivées de la moelle osseuse (BMDCs) chez le rat (Thebault et al. 2009). 

Ce fait nous a permis de générer des BMDCs à partir des nos rats KO et de les 

comparer avec des BMDCs Wildtype (WT) pour étudier le rôle de CLEC-1 sur le 

phénotype et la fonction de ces cellules. Nous avons d’abord regardé l’effet de 

l’absence de CLEC-1 sur la maturation et l’activation des BMDCs  plus ou moins 

induites par d’autres PRRs. Nous n’avons pas observé de différences de maturation des 

cellules d’après les marqueurs CD80, CD86, et les CMHs de classe I et II. En revanche, 

nous avons observé au niveau des transcrits de cytokines une augmentation de 

l’expression de la sous-unité IL-12p40 dans des conditions non stimulées et suite à la 

stimulation avec du LPS (ligand du TLR-4) et du zymosan (ligand du TLR-2 et de Dectin-

1). Egalement, l’expression de la sous-unité IL-12p35 était augmentée dans la 

condition de stimulation avec du zymosan. Cependant, aucune irrégularité n’a été 

observée dans l’expression des cytokines IL-6, IL-23p19, IL-10 et TGF-β. En outre, nous 

avons étudié l’effet de l’absence de CLEC-1 dans les BMDCs dans la polarisation d’une 

réponse Th allogénique. L’absence de CLEC-1 dans les BMDCs induit une augmentation 

de la prolifération des cellules T allogéniques dans des conditions de non stimulation 

et suite à la stimulation avec du LPS et du zymosan. Cette augmentation de 

prolifération était associée à une augmentation du nombre de cellules Th17 (c'est-à-

dire productrices d’IL-17). 

L’ensemble des résultats de cette étude in vitro dans les BMDCs confirme 

l’implication de CLEC-1 dans les DCs dans l’inhibition de la polarisation des cellules 

Th17. De façon intéressante, cette inhibition pourrait être expliquée par la modulation 

de la sous-unité IL-12p40 qui est à la fois importante pour la production des cytokines 

IL-23, polarisant des Th17, et IL-12, polarisant des Th1. Par exemple, contrairement à 

nos résultats, il a été montré que le CLR activateur Dectin-1 induit une augmentation 

de l’expression d’IL-12p40 dans les DCs, ce qui induit la production d’IL-23 et d’IL-12 

responsables de façon respective de la polarisation de la réponse Th vers les Th17 et 

Th1 (LeibundGut-Landmann et al. 2007; Gringhuis et al. 2009).  

Afin de prouver que les résultats observés étaient bien dus à l’absence de CLEC-

1 dans les BMDCs lors de la polarisation des T, et pas dus à un biais de développement 
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de ces cellules en l’absence de CLEC-1 dans les rats KO, l’équipe avait généré une 

protéine de fusion (CLEC-1-Fc). Cette protéine est composée du domaine 

extracellulaire de CLEC-1 de rat et d’un fragment Fc d’ IgG2a de souris muté sur 3 

acides aminés (pour empêcher l’accrochage aux récepteurs Fc des immunoglobulines). 

CLEC-1-Fc pourrait donc bloquer les interactions du récepteur CLEC-1 avec son ligand. 

Nous avons d’abord regardé si la protéine de fusion avait  un effet agoniste direct sur 

un ligand possiblement exprimé par les cellules T. Nous n’avons pas observé d’effet sur 

la prolifération ou la sécrétion d’IFN-Y ou d’IL-17 par les lymphocytes T (suite à une 

stimulation avec l’anti-CD3 et la protéine de fusion coatés au plastique).  Il ne semble 

pas qu’il y ait un ligand de CLEC-1 directement sur les LT mais ceci reste à confirmer. Le 

ligand de CLEC-1 pourrait donc être exprimé par les BMDCs elles-mêmes ou relargué 

dans le surnageant à partir des BMDCs ou des cellules T durant la MLR. En accord avec 

les résultats obtenus précédemment, la présence de la protéine CLEC-1-Fc dans une 

MLR induit une augmentation de la prolifération des cellules T allogéniques associée 

également à une augmentation de la production de la cytokine IL-17. Ces résultats 

confirment donc que l’effet observé dans la réponse Th17 allogénique est vraiment dû 

à l’absence de signalisation de CLEC-1 dans les BMDCs.  

Ces résultats ouvrent également des pistes à explorer pour identifier les ligands 

de CLEC-1. Le ligand de CLEC-1 pourrait être un ligand endogène libéré de façon 

naturelle à l’environnement, ou associé au dommage cellulaire. Par exemple il a été 

montré dans la littérature que Dectin-2 était un récepteur capable de détecter des 

molécules libérées par les DCs elles-mêmes (Mori, Shibata, and Yamasaki 2017). 

Egalement Dectin-2 pourrait reconnaître des  ligands hypothétiques liés aux cellules T 

régulatrices qui induiraient ensuite une suppression de la réponse immune (Aragane et 

al. 2003). Un possible ligand endogène provenant des cellules T a été également 

montré pour Dectin-1, qui, à l’inverse de CLEC-1, agit comme un récepteur activateur 

de la réponse T immunitaire (Ariizumi et al. 2000). Le récepteur CLR MINCLE reconnait 

la protéine SAP130 relargué lors de la nécrose des celullles (Yamasaki et al. 2008). 

CLEC-1 pourrait être un récepteur d’alerte capable de reconnaitre des ligands 

endogènes relargués par apoptose ou nécrose lors de dommages tissulaires et  de 
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réponse immune excessive pour ensuite inhiber cette réponse et limiter 

l’inflammation.  

Dans le but de renforcer les résultats de cette étude in vitro sur la 

fonctionnalité de CLEC-1 dans les DCs, nous avons également développé des modèles 

in vivo. L’objectif ici est d’étudier le rôle de CLEC-1 dans une réponse Th dépendante 

de la présentation antigénique par les DCs suite à des immunisations in vivo. Deux 

modèles ont été mis en place. Pour le premier modèle, nous avons effectué une 

immunisation sous-cutanée avec l’antigène exogène « Keyhole limpet hemocyanin » 

(KLH) et l’adjuvant complet de Freund (CFA) chez le rat. La KLH sera donc présentée in 

vivo par les DCs aux cellules T CD4+. Nous regardons ensuite in vitro la réponse 

secondaire specifique de la KLH. Nous avons observé une augmentation de la 

prolifération des cellules T CD4+ spécifiques à la KLH provenant des rats KO suite à une 

activation secondaire in vitro. Cette augmentation était également associée à une 

augmentation des cellules productrices d’IL-17, d’INF-γ et d’IL-17 et IFN-γ à la fois. 

Ensuite nous avons généré des rats chimériques (Rats WT irradiés et reconstitués avec 

la moelle osseuse provenant des rats KO) afin de prouver que ces résultats sont bien 

dus à l’absence de CLEC-1 dans le système hématopoïétique et non dans le système 

stromal (notamment expression forte de CLEC-1 dans les cellules endothéliales). De 

manière très importante, les résultats obtenus ont été similaires aux précédents et 

confirment que l’augmentation de la réponse immunitaire contre la KLH est liée à 

l’absence de CLEC-1 dans le système hématopietique dont myéloïde. Ces résultats 

pourraient être un reflet d’une réponse immunitaire primaire plus forte ou d’une 

immunorégulation de la réponse moins importante en l’absence de CLEC-1. 

Pour le deuxième modèle, nous avons greffé nos rats WT et KO avec des cœurs 

allogéniques. L’absence de CLEC-1 n’a pas modulé la cinétique du rejet. Cependant, 

nous avons observé une augmentation dans la prolifération des cellules T purifiées 

suite à une stimulation secondaire in vitro. Egalement, nous avons observé une 

augmentation de l’expression d’IL-17 dans le greffon ce qui suggère une plus forte 

activation des cellules Th17 chez les rats KO.  
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L’ensemble des résultats de cette étude in vivo a donc suggéré un rôle de CLEC-

1 dans l’inhibition du « priming » des DCs et dans la polarisation de la réponse 

immunitaire Th vers les Th17 et Th1.  

Nous avons observé dans nos études in vitro, chez l’homme et chez le rat, que 

la stimulation de CLEC-1 en combinaison ou non avec d’autres ligands des PRRs inhibe 

l’activation des Th17 en particulier. Cependant, notre étude in vivo montre le rôle 

inhibiteur de CLEC-1 dans l’activation des Th17 et aussi des Th1. Le CFA utilisé dans 

l’immunisation in vivo est composé d’une large quantité de ligands spécifiques de 

différents PRRs (Stoppelkamp et al. 2015). Ce fait suggère que CLEC-1 pourrait inhiber 

l’activation des Th17 ou Th1 de manière dépendante aux ligands et à la stimulation 

d’autres PRRs. Par exemple, il a été montré que l’activation de Dectin-1 par Candida 

albicans ou le ligand Curdlan chez la souris, entraîne la polarisation de la réponse Th 

vers les Th17 et Th1 (Gringhuis et al. 2009). Cependant, en réponse à Aspergillus 

fumigatus, Dectin-1 favorise la réponse Th17 par l’inhibition de la réponse Th1 (Rivera 

et al. 2011). 

A l’heure actuelle, rien n’est connu en ce qui concerne la signalisation de CLEC-

1. Cependant, son domaine intracytoplasmique comprend un motif composé d’une 

séquence d’acides aminés contenant une tyrosine et un autre motif triacidic. Les CLRs 

vont déclencher des voies de signalisation particulières en fonction des ligands et 

activer différemment des domaines cytoplasmiques. Il a été montré que la stimulation 

de Dectin-1 induit en fonction du ligand deux voies parallèles classiques d’activation du 

NFкB, l’une dépendante de la protéine kinase Syk (liée au domaine ITAM), et l’autre 

dépendante de Raf (liée au domaine triacide). Cette co-activation permet la 

phosphorylation et l’acétylation du NFкB dans sa forme dimèrique p65-p50 ce qui 

induit l’activation des gènes codant pour des cytokines polarisantes Th17 et Th1 

(Gringhuis et al. 2009). Afin d’expliquer le rôle de CLEC-1 dans l’inhibition des Th17 et 

Th1, nous avons voulu approfondir ses mécanismes de signalisation. Nous avons 

montré chez l’homme que CLEC-1 était un récepteur fonctionnel suite à la stimulation 

avec notre anticorps monoclonal. CLEC-1 pourrait inhiber l’activation de la voie du 

NFкB classique dépendante de SYK. Cette voie commence par l’activation de SYK qui 

permet la formation du complexe Card-9 nécessaire pour l’induction et l’activation 
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d’un autre complexe, l’IKK. Ce complexe IKK phosphoryle l’inhibiteur du NFкB, l’IкBα ce 

qui va permettre sa dégradation par le protéasome et donc la libération et la 

translocation au noyau de NFкB. Nous avons évalué par western blot la 

phosphorylation d’IкBα et donc sa dégradation suite à la stimulation avec l’anticorps et 

en présence ou non de zymosan (ligand du TLR-2 et de Dectin-1). Nous avons observé 

que l’activation de CLEC-1 n’induit pas par lui-même l’activation classique du NFкB 

dépendante de Syk. Elle ne module pas non plus l’activation induite par le zymosan. 

Ces résultats excluent l’hypothèse dans laquelle CLEC-1 pourrait inhiber la 

différenciation des  Th17 et  Th1 par l’inhibition de la voie classique du NFкB 

dépendante de Syk. Ce fait nous a permis de considérer de nouvelles hypothèses qui 

restent à élucider: une première où CLEC-1 pourrait inhiber la voie classique 

dépendante de Raf; et une deuxième où CLEC-1 pourrait activer une troisième voie 

non classique dépendante de la protéine NIK décrite dans la littérature pour activer le 

NFкB dans une forme dimèrique répresseur du gène codant pour la sous-unité IL-

12p40 (Geijtenbeek and Gringhuis 2009).  

Finalement, afin de consolider nos résultats dans un contexte clinique, et étant 

donné la très forte expression de CLEC-1 dans le poumon, nous avons investigué sa 

modulation d’expression dans des biopsies provenant de patients stables ou qui 

ensuite plus tard ont développé un rejet chronique (CR) de la greffe pulmonaire. Aucun 

signe histopathologique de rejet n’a pas été observé chez les biopsies provenant de 

patients CR au moment de son prélèvement. En revanche, nous avons montré que 

l’expression de CLEC-1 était diminuée et également associée à une augmentation de 

l’expression d’IL-17. Les niveaux d’expression d’IFN-γ et de TGF-β étaient similaires. 

Ces données suggèrent que la forte expression de CLEC-1 dans le poumon, non 

seulement pourrait avoir un rôle de défense ontre des pathogènes, mais pourrait aussi 

être ensuite cruciale pour tempérer la réponse adaptative à travers l’inhibition des 

Th17 pour limiter une inflammation excessive.  

Notre équipe avait identifié précédemment CLEC-1 comme sur-exprimé dans 

un modèle de tolérance à l’allogreffe dépendante du TGF-β. En outre, nous avons 

également montré que les cellules CD4+ CD25+ régulatrices augmentent l’expression de 

CLEC-1 dans les cellules endothéliales et myeloides et sont nécessaires pour l’inhibition 
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de la réponse Th17 (Thebault et al. 2009). De manière importante, notre étude au 

niveau clinique reste en accord avec ces preuves scientifiques précédentes. Cela 

permet donc de cibler CLEC-1 comme un outil thérapeutique très important dans 

l’inhibition de la réponse cellulaire Th17 et plus particulièrement dans le poumon. 

Ce travail nous a donc permis de mieux caractériser CLEC-1. Il s’agit de la 

première description du profil d’expression de CLEC-1 au niveau protéique dans les 

différents sous-types cellulaires chez l’homme. Les résultats chez l’homme et chez le 

rat ont montré que CLEC-1 était un récepteur inhibiteur présent à la surface cellulaire 

des cellules dendritiques. Comme d’autres CLRs aux propriétés tolérogènes, son 

expression est diminuée par des stimuli pro-inflammatoires, mais en revanche est 

augmentée par la cytokine immunosuppressive TGF-β. L’activation de la signalisation 

de CLEC-1 diminue l’expression de la sous-unité IL-12p40 et,  inhibe plus 

particulièrement la réponse Th17 consécutive. Comme il a été montré pour d’autres 

CLRs,  CLEC-1 pourrait également inhiber la réponse Th1 et ceci pourrait dépendre du 

ligand et de la co-activation avec d’autres PRRs. Nous avons montré, au niveau de la 

signalisation, que cet effet n’est pas dû à l’inhibition de l’activation du NFкB par la voie 

classique dépendante du Syk. Cependant deux autres hypothèses ont été mentionnées 

et devraient être explorées. Finalement, nous avons consolidé nos résultats dans un 

contexte clinique, qui, en accord avec les preuves scientifiques montrées 

précédemment, ciblent CLEC-1 comme un potentiel outil thérapeutique.     
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En conclusion, CLEC-1, étant un récepteur inhibiteur de surface cellulaire, 

pourrait représenter une cible thérapeutique  potentielle pour moduler la réponse 

immune  en transplantation, auto-immunité, cancérologie, et maladies infectieuses. 

L’expression de CLEC-1 semble dépendante du sous-type cellulaire et de 

l’environnement (envirronement riche en TGFb). Ce fait est important en vue de la 

fabrication de traitements les plus spécifiques possibles. CLEC-1 ouvre donc des 

perspectives très intéressantes à explorer et à valider.      
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Perspectives : 

 

1. Investiguer les possibles ligands exogènes et endogènes reconnus par CLEC1.  

 L’équipe est en collaboration avec l’équipe de G. Brown (Aberdeen fungal 

group, section immunology and infection, University of Aberdeen, UK) pour 

l’identification de ligands exogènes potentiels de CLEC-1. 

 L’équipe est également en collaboration avec l’entreprise OSE 

Immunothérapeutics dirigée par Bernard Vanhove pour l’identification de ligands 

endogènes potentiels de CLEC-1.     

 

2. Investiguer les mécanismes impliqués dans l’inhibition de la différenciation 

des Th17 par CLEC-1. 

 

Trois nouveaux objectifs émergent de ce travail de thèse : 

 

o Etudier la signalisation de CLEC-1 dans les DCs chez l’homme et chez le rat. 

 

 Nous avons montré que CLEC-1 était un récepteur fonctionnel, il reste 

maintenant à identifier les protéines recrutées et impliquées dans la signalisation de 

CLEC-1. CLEC-1 est un récepteur avec un domaine intracytoplasmique composé de 

deux motifs décrits au niveau structurel : l’un de ces motifs contient des aminoacides 

tyrosine et serine ayant un potentiel de phosphorylation très important pour le 

recrutement de la protéine kinase SYK, qui est bien décrite pour son rôle dans 

l’activation de NF-кB (Geijtenbeek and Gringhuis 2009); l’autre est un motif triacide 

aussi présent et décrit au niveau fonctionnel pour d’autres CLRs. La connaissance de la 

structure de son domaine cytoplasmique et les connaissances sur d’autres domaines 

similaires ont orienté nos recherches afin d’expliquer la diminution d’expression d’IL-

12p40 (impliquée dans la diferenciation des Th17) montrée dans ce travail. Nous avons 

montré que cette diminution n’est pas due à l’inhibition de la voie d’activation du NF-

кB classique dépendant de SYK. Ces résultats ouvrent sur deux nouvelles hypothèses :  
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- CLEC-1 pourrait inhiber l’activation de la voie classique dépendante de Raf 

activée par d’autres CLRs responsables de la surexpression d’IL-12p40 

(Geijtenbeek and Gringhuis 2009) (Figure 15). Afin de prouver cette hypothèse, 

l’équipe pourra regarder l’impact de l’activation de CLEC-1 (exclusive ou par 

l’ensemble de l’activation d’autres PRRs) sur la phosphorylation de la protéine 

Raf. Egalement la phosphorylation (Ser 273) et l’acétylation de la sous-unité 

p65 du dimère NF-кB (p65-p50) transloqué au noyau suite à l’activation par la 

voie classique dépendante de Syk. Les techniques utilisées seront la cytométrie 

en flux et le western Blot, avec l’utilisation d’anticorps spécifiques.  

 

-  CLEC-1 pourrait activer une troisième voie non classique dépendante de la 

protéine NIK responsable de la répression d’IL-12p40 (Geijtenbeek and 

Gringhuis 2009) (Figure 15). Pour vérifier cette hypothèse, l’équipe regardera 

l’impact de l’activation de CLEC-1 (exclusive ou par l’ensemble de l’activation 

d’autres PRRs) sur la phosphorylation de la protéine NIK, et également sur la 

translocation, et donc la présence dans le noyau de la sous-unité Relb du 

dimère NF-кB (RelB-p52) par western Blot.  

 

 

 La phosphorylation (Ser 273) de la sous-unité p65 du dimère NFкB (p65-p50) 

peut également interagir avec la voie d’activation non classique dépendante du NIK. En 

effet, la sous-unité p65 phosphorylée au niveau de la Ser 273 a une forte affinité pour 

la sous-unité RelB du dimère NF-кB (RelB-p52) ce qui permet la formation d’un 

nouveau dimère NF-кB inhibiteur de l’activation des gènes comme CCL17 et CCL22 et 

qui empêche la répression d’IL-12p40 (Geijtenbeek and Gringhuis 2009). Il est donc 

important d’investiguer l’impact de CLEC-1 (exclusive ou par l’ensemble de l’activation 

d’autres PRRs) sur l’expression des chimiokines CCL22 et CCL17.     
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Figure 15. Voies d’activation du NF-кB par Dectin-1. 

D’après Geijtenbeek and Gringhuis (Geijtenbeek and Gringhuis 2009). 

 

o Comprendre les mécanismes d’action du récepteur CLEC-1 sur la différenciation 

des TH17 

 

 Nous avons montré dans cette étude que l’activation de CLEC-1 n’affectait pas 

la maturation des DCs chez l’homme et chez le rat caractérisée par les marqueurs 

CD80, CD86, CMH de classe I et de classe II. Cependant, les DCs de rat ont montré une 

diminution de l’expression de la sous-unité d’IL-12p40 essentielle à la polarisation 

Th17.  

Afin de conforter ces résultats et de comprendre les mécanismes impliqués dans 

l’inhibition des Th17 par CLEC-1, il serait intéressant de faire :  
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- Une étude plus large de l’impact de CLEC-1 sur les molécules de maturation et 

sur le profil des cytokines exprimées par les DCs stimulées in vitro. Par 

exemple, l’équipe de SangKon Oh montre le rôle de Dectin-1 dans la 

polarisation des cellules Th par la modulation du ligand OX40 (Joo et al. 2015). 

Egalement, Zakharova et Ziegler montrent l’inhibition de l’IL-12p40 par le TNF-

α dans les cellules dendritiques (Zakharova and Ziegler 2005). Il serait donc 

intéressant de regarder l’expression de ces molécules plus particulièrement. 

Les molécules de maturation et les cytokines d’intérêt seraient regardées de 

préférence suite à une stimulation des DCs par le TGF-β afin d’augmenter 

l’expression de CLEC-1 par les DCs et donc accentuer son effet.  

 

- Une étude du phénotype et du profil d’expression des cytokines des DCs 

conventionnelles présentes dans la rate suite à des immunisations in vivo par 

différents ligands des PRRs. Chez le rat, deux sous-populations de cDCs ont été 

identifiées par l’équipe : les cDCs CD4- et les cDC CD4+ correspondant 

respectivement aux cDCs CD8+ et cDCs DC8- de souris. L’équipe regardera 

d’abord l’expression de CLEC-1 par ces deux sous-types de cDCs par PCR 

quantitative, puis le profil d’expression des cytokines et marqueurs de 

maturation par cytométrie en flux et par  PCR quantitative afin de confirmer les 

résultats des expériences in vitro.  

 

o Consolider les résultats avec de nouveaux modèles d’immunisation in vivo. 

 

Le modèle d’encéphalomyélite auto-immune expérimental expérimental (EAE), 

plus spécifique de la réponse Th17 (van der Fits et al. 2009), permettrait de conforter 

toute notre étude. Par ailleurs, un modèle de tolérance à l’allogreffe dépendant du 

TGF-β permettrait de potentialiser les effets de CLEC-1 dont l’expression serait 

augmentée par le TGF-β (Thebault et al. 2009).  
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3. Investiguer le rôle potentiel de CLEC-1 dans le cancer 

 

D’après les bases de données, nous avons observé que CLEC-1 était 

particulièrement plus exprimé par les cDCs CD8+ chez la souris. Comme décrit dans 

l’introduction, les cDCs CD8+ sont caractérisées pour leur rôle importante dans la cross-

présentation d’antigènes aux cellules T CD8+ et leur différenciation en cellules T 

cytotoxiques (Savina et al. 2009). Ce fait nous a encouragé à investiguer chez le rat 

l’expression de CLEC-1 par les cDCs CD4+ (correspondant aux cDCs CD8- de souris) et 

par les cDCs CD4- (correspondant aux cDCs CD8+ de souris). Chez le rat, CLEC-1 pourrait 

également être plus particulièrement exprimé par la sous-population de cDCs CD4- et 

donc avoir un rôle très important dans la cross-présentation.  

 La cross-présentation, qui induit l’activation de la réponse T cytotoxique, est un 

des mécanismes cibles de la recherche en cancérologie. De façon très intéressante, il a 

récemment été montré que CLEC-1 était surexprimés dans les tumeurs  (Wu, Jordan, 

and Waxman 2016; Theodoulou et al. 2016).  

CLEC-1, étant un récepteur inhibiteur surexprimé dans un microenvironnement 

tolérant riche en TGF-β, devient une cible très intéressante dans le domaine de la 

cancérologie. Le blocage de CLEC-1 pourrait potentialiser la réponse immunitaire 

contre la tumeur et inhiber le développement de métastases. Plusieurs objectifs ont 

été fixés par l’équipe :  

 

o Etudier le rôle potentiel de CLEC-1 dans la cross-présentation d’Ag par les DCs.  

 

Tout d’abord, il serait intéressant de vérifier l’expression de CLEC-1 par la sous-

population de cDCs CD8+ chez la souris, responsables de la cross-présentation 

d’antigènes tumoraux et correspondant aux cDCs CD4- du rat exprimant CLEC-1. Si les 

cDCs CD8+ expriment CLEC-1, nous pourrions ensuite étudier le potentiel de CLEC-1 

dans la cross-présentation par les DCs in vitro et in vivo chez la souris.  
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o Etudier le rôle potentiel de CLEC-1 dans le développement tumoral in vivo. 

 

Deux modèles seront mis en place pour déterminer l’impact de CLEC-1 sur le 

développement de la tumeur et de métastases : un modèle de gliome C6 chez le rat, et 

un modèle d’hépato-carcinome chez la souris.  

Egalement l’équipe pourra regarder l’impact de l’injection de notre protéine de fusion 

CLEC-1-Fc dans le modèle de gliome C6. La protéine pourrait bloquer l’interaction de 

CLEC-1 avec son ligand (exprimé peut être par la tumeur) et favoriser la réponse 

immunitaire contre la tumeur.  

 

o Etudier la corrélation de l’expression de CLEC-1 avec le stade/type de Cancer.  

 

L’équipe pourra caractériser quelle tumeur et par quels types de cellules est 

surexprimé CLEC-1 par la technique d’immunohistochimie à partir de « Solid tumors 

Biocollections ». 

Il serait intéressante de déterminer les sous-populations de macrophages associés aux 

tumeurs (TAM = tumor-associated macrophages) qui expriment CLEC-1 par 

immunohistochimie et également par cytométrie. Il existe deux populations de 

macrophages qui ont été associés aux tumeurs, les M1 et les M2. Les M2 ont été 

décrites pour leurs propriétés tolérogènes qui favorisent le développement de la 

tumeur (Yamaguchi et al. 2016). CLEC-1 pourrait être exprimé par cette sous-

population des macrophages. Si l’hypothèse est validée, il pourrait être bénéfique de 

bloquer CLEC-1 afin d’inhiber le développement tumoral.    
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Title of thesis : Study of CLEC-1, a C-type Lectin-like receptor in dendritic cell function and 
immune tolerance 

 
Résumé 

 
Les cellules dendritiques (DCs) sont essentielles pour 

connecter l'immunité innée et adaptative et orienter les 

réponses des lymphocytes T. Les récepteurs Lectin de type-C 

présents dans les DCs sont activés par des ligands exogènes et 

endogènes, ce qui dicte la réponse aux agents pathogènes par 

la modulation de la réponse T immunitaire. Nous avons déjà 

décrit chez le rat, l'expression de CLEC-1 dans les DCs et 

nous avons démontré in vitro son rôle inhibiteur dans 

l'activation de la réponse T helper (Th17) ). Dans cette étude, 

nous avons examiné l'expression et la fonction de CLEC-1 

dans les DCs humaines et nous avons montré son expression à 

la surface cellulaire de la sous-population de DCs CD16- dans 

le sang et sur les DCs dérivées des monocytes (moDCs). 

L'expression de CLEC-1 sur les moDCs est diminuée par des 

stimuli inflammatoires et renforcée par le TGF-β. De plus, 

nous avons démontré que CLEC-1 est un récepteur 

fonctionnel sur les moDCs humains et que, bien qu'il ne 

module pas la voie classique d’activation du facteur de 

transcription NFкB lié à la protéine kinase Syk, il réprime la 

réponse ultérieure Th17. De façon très importante, en utilisant 

des rats déficients pour CLEC-1, nous avons montré que la 

perturbation de la signalisation de CLEC-1 conduit à une 

surexpression de la sous-unité Il-12p40 dans les DCs, et à une 

exacerbation des réponses CD4+ Th1 et Th17 in vitro et in 

vivo. Collectivement, nos résultats établissent le rôle 

inhibiteur de CLEC-1 dans les DCs, capable d'amortir leur 

activation et la réponse ultérieure Th17. CLEC-1 peut 

représenter une cible thérapeutique utile pour moduler les 

réponses immunitaires T dans un contexte clinique. 

 
Mots clés 
 
Cellules dendritiques, CLEC-1, Immunité innée et 
adaptative, Réponse T helper 
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Abstract 
 
Dendritic cells (DCs) represent essential antigen-presenting 

cells that are critical for linking innate and adaptive immunity, 

and influencing T-cell responses. Among pattern recognition 

receptors, DCs express C-type lectin receptors triggered by 

both exogenous and endogenous ligands, therefore dictating 

pathogen response, and also shaping T-cell immunity. We 

previously described in rat, the expression of the orphan C-

type lectin-like receptor-1 (CLEC-1) by DCs and 

demonstrated in vitro its inhibitory role in downstream T 

helper 17 (Th17) activation. In this study,we examined the 

expression and functionality of CLEC-1 in human DCs, and 

show a cell-surface expression on the CD16+ subpopulation of 

blood DCs and on monocytederived DCs (moDCs). CLEC-1 

expression on moDCs is downregulated by inflammatory 

stimuli and enhanced by TGF- β. Moreover, we demonstrate 

that CLEC-1 is a functional receptor on human moDCs and 

that although not modulating the spleen tyrosine kinase (Syk) 

dependent canonical nuclear factor-kB (NFкB) pathway, 

represses subsequent Th17 responses. Importantly, using 

CLEC-1–deficient rats, we showed that disruption of CLEC-1 

signaling led to an enhanced Il-12p40 subunit expression in 

DCs, and to an exacerbation of downstream in vitro and in 

vivo CD4+ Th1 and Th17 responses. Collectively, our results 

establish a role for CLEC-1 as an inhibitory receptor in DCs 

able to dampen activation and downstream effector Th 

responses. As a cell-surface receptor, CLEC-1 may represent 

a useful therapeutic target for modulating T-cell immune 

responses in a clinical setting. 
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