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I. LES CELLULES DENDRITIQUES

I.1 Historique

La découverte des cellules dendritiques remonte a I’année 1868 quand Paul
Langerhans découvrit 1’existence d’une population de cellule de morphologie
dendritique au sein de 1’épiderme cutané. Pendant plus d’un siecle, les cellules de
Langerhans furent assimilées a des cellules d’origine neurale, avant que 1’on démontre
leur origine hématopoiétique (Steinman, 1991). Ce n’est qu’en 1973, que le terme
« cellule dendritique » (en anglais dendritic cell, DC) fut introduit par Ralph Steinman,
qui travaillait dans le laboratoire de Zanvil Cohn a la Rockefeller University a New
York sur les fonctions des cellules dites accessoires (Steinman and Cohn, 1973). Au
cours des années 1960, la théorie dominante de la sélection clonale établie par Burnet
impliquait que la présence de I’antigéne suffisait a sélectionner et & provoquer la
multiplication du lymphocyte spécifique (Burnet, 1960). En revanche, la mise en ceuvre
de cette activation lymphocytaire in vitro s’avérait difficile sans la présence de cellules
dites accessoires. Ces cellules accessoires étaient nécessaires a 1’induction d’une
réponse anticorps primaire in vitro. Ces cellules accessoires spléniques pouvaient étre
sépar¢es des autres cellules, et notamment des lymphocytes, grace a leur propriété
d’adhérence au verre ou au plastique et a leur faible densité. C’est en étudiant ces
cellules accessoires que Ralph Steinman identifia une nouvelle population de
leucocytes, différente des macrophages, et nommée DC en raison de leurs longs
prolongements cytoplasmiques caractéristiques. Outre ces caracteres morphologiques,
les DC ¢étaient alors caractérisées par une forte mobilité, une faible activité endocytaire,
une adhérence au plastique transitoire (Steinman, 1991). Ces cellules représentent moins
de 1% de I’ensemble des cellules dans le sang et les tissus lymphoides. Actuellement, il
est possible d’obtenir de grandes quantités de DC, in vitro, a partir de progéniteurs
médullaires mais aussi grace a des techniques, comme la cytofluorométrie de flux qui a
permis de décrire et étudier les molécules de surface spécifiquement exprimées par les
DC qui s’averent désormais fondamentales dans le contrdle des réponses immunitaires

(Banchereau and Steinman, 1998).



1.2 Généralités et role des cellules dendritiques

Les DC constituent une rare population de leucocytes spécialisés dans la
présentation antigénique aux lymphocytes T. Elles jouent un rdle crucial dans la
réponse immunitaire innée et adaptative (Banchereau and Steinman, 1998). En effet,
I’organisme possede un systeme de défense innée ou naturelle contre les infections et
fait intervenir des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires neutrophiles),
des cellules cytotoxiques (cellules natural Killer, NK), et des molécules solubles telles
que les cytokines (Interférons) et le complément. Le rdle des DC dans la réponse innée
réside dans la phagocytose et la création d’un foyer inflammatoire par la production de
différents chimiokines pro-inflammatoires. Aprés avoir phagocyté 1’agent étranger,
elles migrent vers les organes lymphoides secondaires pour présenter les antigénes aux
lymphocytes T et B et donc initier la réponse spécifique. Les lymphocytes B expriment
des immunoglobulines de surface qui sont capables de reconnaitre les antigénes sous
leur forme native. Les lymphocytes T expriment des récepteurs a I’antigéne (TCR) qui
reconnaissent les antigénes protéiques sous forme peptidique, présentés par des
molécules du CMH. Afin d’étre reconnu par le lymphocyte, 1’antigéne doit donc étre
appreété, et cet apprétement a lieu dans les cellules dites présentatrices d’antigéne (CPA).
Il existe trois principales populations de CPA : les macrophages, les lymphocytes B, et
les cellules dendritiques (DC). Alors que les fonctions primaires des macrophages et des
lymphocytes B sont respectivement d’éliminer les pathogenes et de produire des Ig, la
présentation de ’antigene aux cellules T est la principale fonction connue des DC
matures. De plus, seules les DC sont capables de stimuler des lymphocytes T naifs,
alors que toutes les CPA sont capables de stimuler des cellules T activées ou mémaoire.
Ceci est une caractéristique majeure des DC qui sont donc essentielles a I’initiation de
la réponse immunitaire adaptative contre un antigéne nouveau. Elles méritent donc le

nom de CPA « professionnelles » (Matzinger, 1994).

1.3 Les sous-populations des cellules dendritiques
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L’¢étude des cellules dendritiques a révélé I’existence de plusieurs populations
de DC, spécialisées dans la capture, 1’apprétement et la présentation antigénique aux
lymphocytes T. L’hétérogénéité des cellules dendritiques est déterminée par plusieurs

facteurs : selon leur localisation, leur stade de maturation et leur ontogénie.

1.3.1 Les cellules dendritiques dites conventionnelles (CDC)

Elles correspondent aux DC initialement décrites par Steinman et al. On
distingue deux catégories de cellules dendritiques conventionnelles dont la principale
différence est leur capacité migratoire : les cellules dendritiques circulantes qui sont
localisées dans la peau, dans les tissus périphériques et diverses muqueuses et les

cellules dendritiques résidentes qui sont présentes dans les organes lymphoides.

1.3.1.1  Les cellules dendritiques migratoires

Les DC migratoires sont localisées dans la peau, dans les muqueuses et les
tissus périphériques et aussi dans les ganglions lymphatiques. Elles représentent
I’ensemble des cellules dendritiques dermiques, cellules dendritiques interstitielles et les
cellules de Langerhans (Romani et al., 2001). Elles se distinguent les unes des autres en
fonction du tissu d’origine au quel sont associées des caractéristiques phénotypiques
différentes. Les cellules les mieux étudiées sont les cellules de Langerhans qui
représentent 3 a 8% des cellules de 1’épiderme et se caractérisent par une morphologie
trés étirée, ’expression de certains antigenes non spécifiques comme CDla ou
spécifique comme la langerine et la présence de granules de Birbeck (Valladeau et al.,
2000). Ces granules de Birbeck sont des organites intracellulaires en forme de raquettes
formés par la juxtaposition de deux feuillets membranaires et seraient probablement un
compartiment d’apprétement antigénique. Ces granules disparaissent lors de la
mutation.

Les DC migratoires jouent un rdle de sentinelle dans I’organisme. Lors d’une agression,
elles transitent du sang vers les tissus périphériques. La, elles internalisent les antigénes

et engagent leur processus de maturation au contact des signaux de danger. Elles
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migrent alors vers les ganglions lymphatiques ou elles rencontrent les lymphocytes T et

induisent les réponses immunes (Reis e Sousa, 2006).

1.3.1.2 Les cellules dendritiques résidentes des organes lymphoides

Les DC résidentes sont restreintes aux organes lymphoides. Elles représentent la
plus grande partie des cellules dendritiques que I’on peut isoler de la rate, du thymus et
des ganglions périphériques. On les retrouve essentiellement dans les zones T (manchon
périartériolaire de la pulpe blanche de la rate et paracortex des ganglions lymphatiques),
ou elles furent nommées initialement cellules interdigitées en raison de leurs longs
prolongements cytoplasmiques s’immiscant entre les cellules T (Steinman et al., 1997).
Dans le thymus, les DC se localisent dans la médullaire et surtout a la jonction cortico
médullaire (Inaba et al., 1994) et jouent un réle majeur dans la sélection négative des
thymocytes (Brocker et al., 1997). Des DC sont également présentes dans la zone
marginale de la rate, ainsi que dans le cortex interfolliculaire des ganglions
lymphatiques (Inaba et al., 1994).

a) Chez la souris: diverses populations de cellules dendritiques résidentes ont été
identifiées en fonction de I’expression des molécules CD4 et CD8 (Tableau 1). Les
marqueur CD11b et CD205 permettent ¢galement de discriminer des sous populations
de DC murines (Shortman and Liu, 2002). Ces Dc résidant dans les organes lymphoides
sont des DC dérivées du sang (Villadangos and Heath, 2005). Ces cellules se sont
différenci¢es dans les organes lymphoides a partir de précurseurs de la moelle osseuse
et n’ont pas forcément transité vers la périphérie (Liu et al., 2007; Naik et al., 2006).
Dans la rate, la presque totalité des DC spléniques expriment a leur surface le marqueur
CD11c¢+, les molécules du CMH de classe II ainsi que les molécules de costimulation.
Et I’étude de Vremec et al permet une ségrégation de trois populations de DC
spléniques par les marqueurs CD4 et CD8 (Vremec et al., 2000). Ces trois populations
de DC spléniques sont : CD4" CD8 CDI11b" CD205, CD4” CD8 CDI1b" CD205, et
CD4 CDS8" CD11b CD205". Toutes ces populations présentent une activité optimale de
présentation d’antigéne et induisent 1’activation des lymphocytes T dans les réactions
mixtes allogéniques.

Une des caractéristique de la population de DC CD4" est leur propriété initiale
d’adhésion au plastique ce qui permet de les séparer des deux autres populations in

vitro (Vremec et al., 2000). Les DC CDS§" spléniques peuvent acquérir 1’expression du
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CDS ainsi que d’autres marqueurs spécifiques des DC CD8" aprés transfert, ce qui
laisse penser que I’expression du marqueur CD8 représente un stade de différenciation
et/ou maturation des DC spléniques (del Hoyo et al., 2002). La présence de pDC au
phénotype CD11c” CD45RA'B220" a également été observée dans la rate (Asselin-
Paturel et al., 2001; Nakano et al., 2001). Ces pDC doivent provenir du sang
périphérique (Wu and Liu, 2007).

Dans les ganglions lymphatiques, Henri et al ont montré qu’en plus des trois
populations de DC retrouvées dans la rate, les ganglions lymphatiques possédent deux
autres sous populations de DC (Henri et al., 2001): des DC CD4 CD8 CD205™""
CD11b" retrouvées au niveau des ganglions mésentériques et des DC CD4~ CDg8™"*
CD205™" CD11b" retrouvées au niveau des ganglions de la peau.

Dans le thymus, la majorité des DC expriment la molécule CDS"( 70%), cependant il est
difficile de déterminer réellement la proportion des différentes population de DC car
elles sont capables d’acquérir les molécules CD4 et CD8 des thymocytes (Vremec et al.,
2000). Ces DC semblent jouer un role important dans la tolérance centrale au soi.

Les cellules CD8 et CD8" se différencient par des fonctions différentes telles que la

production de cytokines ou la capacité a présenter des peptides antigéniques.

Tableau 1: Les sous-populations de DC résidentes chez la souris d’aprés (Villadangos and

Schnorrer, 2007)

DC CD4+ DC CD8&+ DC DN
Situation
Rate Zone marginale Zones T Pulpe rouge
Pulpe rouge Zone marginale
Ganglions lymphatiques sous-cutanés + +
Ganglions lymphatiques viscéraux 4 +
Thymus + +

Marqueurs de surface

CDllIc +++ ++
CD4 + =
CD8 - +
CD205 - —+
CD11b e i
Langerin - 4
CD24 ol ++
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SIRPo + - s

Caractéristiques fonctionnelles a l’état

de repos

Maturité Immatures Immatures Immatures
Costimulation + + 1
Présentation antigénique EEF AHHE HHF
CMH II ++ ++ ++

b) Chez I’homme : 1’é¢tude des différentes populations de cellules dendritiques chez
I’homme est plus difficile que chez la souris, car les cellules dendritiques humaines
n’expriment pas la molécule CDS§ et aucune molécule alternative n’a été identifiée. En
outre, du faite de la difficulté¢ d’obtenir des organes lymphoides, trés peu d’études sur
les DC ont été réalisées. Les DC ont été étudiées essentiellement dans le sang, mais
aussi dans les amygdales, dans 1’épiderme et dans les tumeurs. Le sang reste le tissu le
plus accessible et le plus disponible pour I’étude des DC. Cependant, leur fréquence
reste faible.

¢) Chez le rat: deux sous-populations de DC ont été identifiées dans la lymphe
intestinale par le groupe de MacPherson (Pugh et al., 1983). Comme chez I’homme, les
cellules dendritiques n’expriment pas la molécule CDS8 ; en revanche, elles expriment le
marqueur CD103 reconnu par I’anticorps OX62 (Brenan and Puklavec, 1992), la
molécule CD4 et les différentes populations spléniques sont identifiées par la présence
et ou I’absence des marqueurs CD4 et CD172a (SIRPa). Notre équipe a identifié les DC
CD4 et CD4" de la rate et des ganglions lymphatiques (Trinite et al., 2000) (Tableau 2).
Les DC CD4 sont de grandes productrices d’IL-12p40 et induisent une différenciation
Thl. A I‘inverse, les DC CD4" stimulent efficacement les lymphocytes T CD8"
allogéniques et induisent une différenciation non polarisée dite ThO (Voisine et al.,
2002). Les DC CD4" isolées de la rate, des ganglions lymphatiques mais du thymus sont
douées de capacités cytotoxiques envers certaines cellules tumorales (Trinite et al.,
2000). Il semblerait que les DC CD4" soient 1’équivalent des DC CDS8" chez la souris et
que les DC CD4" de rat correspondent aux DC CD8” murines. Récemment, notre équipe
a décrit les pDC chez le rat (Hubert et al., 2004) (Tableau 2). Ces pDC ont un phénotype
CMH'CD4°CD11b et se distinguent des deux autres sous-popuations de DC par une
absence de CD103.
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1.3.2 Les cellules dendritiques plasmacytoides

Les DC plasmacytoides ou pDC sont des cellules équivalentes aux interferon-
producing cells ou IPC connues depuis de nombreuses années (Siegal et al., 1999). En
effet, la caractéristique de ces cellules est de produire d’énormes quantités d’interféron
de type 1 en réponse a une stimulation virale ou bactérienne. Elles expriment un
répertoire limité de Toll-like receptor (TLR) avec une expression spécifique des TLR 7
et 9 ce qui leur confére une réponse spécifique a certains déterminant pathogéniques
(Kadowaki et al., 2001). En fonction des especes, le profil d’expression des marqueurs
de surface des pDC est différent. (Voir chapitre IV. Les cellules dendritiques
plasmacytoides). Nous avons jugé intéressant de consacrer tout un chapitre aux
pDC car comme décrit dans le deuxieme papier soumis pour publication et
contrairement aux DC coventionnelles, les pDC matures stimulées via TLR7 et
TLRY induisent une forte prolifération des cellules TCD4™ CD25" FOXP3" en
absence d’IL-2 exogene. Ce qui suggére un role des pDC dans le controle des T reg
in vivo.

Chez la souris, les pDC expriment la molécule CMHII et CDllc, et dans certaines
conditions, la molécule CD8 (Grouard et al., 1997). Chez I’homme, ces cellules
n’expriment ni la molécule CDllc, ni la molécule CD8. Chez le rat, les pDC
n’expriment pas le marqueur spécifique de DC OX62 (CD103) et ont un phénotype
CMH' CD4" CD11b™ (Hubert et al., 2004).

Plus loin voir le chapitre consacré aux cellules dendritiques plasmacytoides (Voir

Chapitre IV).
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Tableau 2 : Caractéristiques des populations de DC spléniques chez le rat

d’aprés (Hubert et al., 2006; Hubert et al., 2004; Trinite et al., 2000; Voisine et al., 2002)

Population DC CD4- DC CD4+ pDC
Phénotype
CD4 - + +
CDS8 - - -
CD5 - + +
CDY90 +/- + +
CD45R - - +
CD11b + + -
CDl11c + + -
0X62 Fort Faible -
CD62L - - +-
CD40 } - -
CD80 - + -
CD86 - - +/-
CMH II + + +
SIRPa. - * +
CD200 - - +
Expression des TLR TLR1,2,3,4,5,6,7,3, TLR1, 2,3,4,5,6, 7, TLR1, 2,3, 4,5,6,7,
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9,10 8,9, 10 8,9, 10

Localisation dans la rate Zone T Autour de la zone T Zone T

Pulpe rouge Pulpe rouge

Fonctions

-Phagocytose de cellules

apoptotiques +t - -
-Cytotoxicité ++ - -
-Sécrétion d’IFN-a -/+ -+ N
-Sécrétion d’TL-12p70 A - -
-Sécrétion d’IL-12p40 ++ +/- ++
-Sécrétion d’IL-6 -/+ -/+ ++
-Sécrétion d’IFN-y - - -
-MLR T CD4 ++ 4+ +
-MLR T CD8 +- ++ +-
Thl Th1/ThO Thl

-Différenciation Th

Les annotations des TLR en gras signifient une forte expression de ces TLR par la sous-population de DC.

A D’état basal, les DC inflammatoires ne sont pas présentes. Elles apparaissent
lors d’une inflammation ou d’une infection. En fonction de la cellule précurseur et du
stimulus nécessaire pour provoquer leur recrutement ou leur différenciation, on
distingue différents types de cellules dendritiques dites inflammatoires. Elles ont des
fonctions diverses, en raison du spectre de cytokine qu’elles sont capables de produire.
Elles sont générées a partir de précurseurs immédiats et sous 1’influence de facteurs
extérieurs elles se différencient en cellules dendritiques. Aussi ces précurseurs peuvent
étre considérés comme des réservoirs de DC permettant la production rapide de cellules
dendritiques. Parmi ces derniers, les Tip (TNF and iNOS producing Dendritic cells) DC,
ayant été mis en évidence, dans la rate de la souris, apres infection par Listeria
monocytogenes, sont représentatives de ce groupe. Ces cellules dérivant probablement
des monocytes sanguins CCR2" Grl", sous I’influence d’une infection ou d’une
inflammation, les monocytes se différencient en DC fonctionnelles, capables de migrer

vers les ganglions lymphatiques. Elles expriment la molécule CD11c et les molécules

du CMH de classe II (Serbina et al., 2003; Vremec et al., 2000).

1.4 Ontogénie des cellules dendritiques
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Les DC se différencient a partir des progéniteurs hématopoiétiques présents
dans la moelle osseuse. Leur croissance et leur fonction nécessitent la présence de
facteurs de croissance, essentiellement le GM-CSF (Granulocyte Monocyte- Colony
Stimulating Factors) (Caux et al., 1996b). Des facteurs comme le FLT-3- ligand (Fine
related turosine Kinase) (Pulendran et al., 2000), TNF alpha (Tumor Necrosis Factor)
(Caux et al., 1996c¢) et d’autres cytokines seraient nécessaires pour le développement

des différents types de DC.

Chez ’homme comme chez la souris, on distingue des DC dites « lymphoides »
et des DC dites « myéloides ». Ces deux populations différent par leurs marqueurs
membranaires et les facteurs de croissance nécessaires a leur différenciation mais sont

5 r By +
issues d’une seule souche hématopoiétique commune CD34".

1.4.1 Ontogénie des cellules dendritique chez ’homme

Chez 1’homme, cette cellule souche hématopoiétique CD34" se différencie dans
la moelle osseuse en précurseur lymphoide (common lymphoide progenitor, CLP) et en
précurseur myéloide (common myeloid progenitor, CMP) qui sera également a 1’origine
des polynucléaires neutrophiles, des macrophages, et des mégacaryocytes (Akashi et al.,
2000). Les voies de différenciation des DC dites myé¢loides sont les plus connues
(Steinman and Inaba, 1999). La culture de cellules souches hématopoiétiques CD34",
extraites de la moelle osseuse de adulte ou du sang de cordon, en présence de GM-CSF
et de TNF alpha permet I’obtention de deux types de précurseurs intermédiaires CD14"
CDI1c" et CD14" CD11c" (Caux et al., 1996a; Caux et al., 1996b). A partir de ce stade,
I’activité proliférative cesse. Sous 1’action du GM-CSF, de I'IL-4 et du TGFbeta le
précurseur CD 14 se différencie en cellules de Langerhans (Birbeck”, CD1a", facteur de
coagulation XIIIa"), qui expriment la molécule CLA (cutaneous lymphocyte-associated
antigen) permettant leur migration vers la peau (Strunk et al., 1997). Le précurseur
CDI14" (monocyte), sous 1’action de GM-CSF et de L’IL-4 se différencie en DC
immatures, dont I’équivalent in vivo est la DC interstitielle (Birbeck’, Langerine”, CD1a

,CD9", CD68", XIIIa") (Caux et al., 1997). Il a été aussi démontré in vitro que I’origine
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my¢loide des DC peut étre due a la différenciation des monocytes en DC, en présence
de GM-CSF et IL-4 (Sallusto and Lanzavecchia, 1994; Akagawa et al., 1996; Kiertscher
and Roth, 1996; Pickl et al., 1996; Chapuis et al., 1997).

CD34+ .
et
.
O O ..
L
‘\\.
/Cellule \\‘ Cellule \ ik
souche souche

myeloide ymphaide {:} ‘_

CD¥4+ CLA-

Monocyte Cellule Précirsar
Ch4+ plasmacytosde kiiller DC
l (Pre-DC1) CD11e-
{Pré-DC2)

N
% ¥

CD11c+CD1a+ Ch11e+CD1a-

Cellule de D¢ interstitielle DT el oice DT plasmacytolde
Lamngerhans

Figure 1 : Ontogenese des cellules dendritiques humaines (d’apres (Schott, 2006).

Dans le sang, deux types de cellules précurseurs sont retrouvés (figurel). Les
précurseurs appelés pré-DC1 possedent le marqueur CD14 et auraient une origine
commune avec les cellules CD14+CD11+c de la moelle osseuse. En effet, il s’agit des
monocytes, les précurseurs les plus utilisés in vitro pour 1’obtention des DC my¢éloides a
partir du sang. Les seconds précurseurs pré-DC2 retrouvés dans le sang ne possede pas
de marqueurs my¢loides, n’exprimant pas le récepteur du GM-CSF. 1l s’agit des DC
plasmacytoides (Schott, 2006). La voie de développement des pDC n’est pas treés bien
comprise mais le Flt-3 est la principale cytokine impliquée dans le développement des

pDC a la fois chez ’homme et chez la souris (Blom et al., 2000; Pulendran et al., 2000).
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Récemment, une nouvelle sous-population de DC capable de produire de grandes
quantités d’IFN de type I et possédant une activité cytolytique a été décrite (Chan et al.,
2006; Taieb et al., 2006). Ces cellules dénommées Interferon-producing Killer Dendritic
Cells (IKDC) se distinguent des DC conventionnelles et des pDC du fait de leur
phénotype mixte de cellules NK et de DC. De part leur caractére mixte, 1’origine des
IKDC reste méconnue. Welner et al ont proposé¢ que les IKDC provenaient d’un
précurseur commun entre les DC et les cellules NK mais que leurs voies de

différenciation divergeaient rapidement (Welner et al., 2007) (Figure 1).

Parallélement a I’étude des DC chez I’homme, de nombreuses recherches ont été
menées sur le modéle murin. Ces recherches et I'utilisation des animaux KO ou
transgéniques apportent de précieux renseignements pour comprendre 1’origine des

cellules.

1.4.2 Ontogénie des cellules dendritiques chez la souris

Chez la souris, différentes origines hématopoiétiques des DC ont été suggérées
pour les DC CD8" thymiques et pour les DC CD8" et CD8 spléniques qui sont
fonctionnellement différentes. Les DC thymiques CD8" ont été décrites comme des DC
lymphoides du fait de I’expression de marqueur communs entre les cellules pro T et les
DC (Ardavin, 1997) et de leur différenciation simultanée aux cellules T, a partir du
précurseur commun lymphoide (Shortman, 2000). Dans la rate, les DC CD8" spléniques
dériveraient du précurseur myéloide commun (CMP) sous I’action du GM-CSF (Inaba
et al., 1992) et les DC CD8" thymiques sont considérées comme d’origine lymphoide.
Cependant, il a été¢ montré que le CLP et le CMP pouvaient engendrer les deux types de
DC CD8" et CDS8  spléniques et thymiques (Wu et al., 2001). De plus, les DC CD§
peuvent acquérir I’expression du CD8 et d’autres marqueurs spécifiques aux DC CD8"
aprés transfert, ce qui suggére que les DC CD8" et CD8 dans la rate représentent deux
stades de maturation différents d’'une méme population de cellules (del Hoyo et al.,

2002).

L’hypothése d’une origine lymphoide de certaines populations de DC est basée
sur les études montrant que les DC murines pouvaient dériver d’un précurseur commun

aux lymphocytes T, B et aux cellules NK (Ardavin et al., 1993). Cependant, la
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différenciation clonale des DC a partir d’un précurseur lymphoide n’a pas été montrée
et ’origine lymphoide des DC fait toujours débat (Dakic et al., 2004; Wu and Dakic,
2004).

Les précurseurs lymphoides entrainent la génération des DC plasmacytoides
(pDC) (Ardavin et al., 2001). Les pDC murines présentent un phénotype CD11c dull
CD4+/', IL-3R-, B220" alors que les pDC humaines sont CD11C", CD4", IL—3Rhigh,
CD45R’, CD45" (Grouard et al., 1997; Olweus et al., 1997). Les pDC apparaissent
progressivement au cours du développement embryonnaire de la souris et sont
détectables au niveau du thymus a partir du 17°™ jour de la vie embryonnaire et le jour
de la naissance dans la rate (Naik et al., 2005).

Chez la souris, les pDC sont caractérisées par la forte production d’IFN alpha en
réponse a une stimulation virale (Asselin-Paturel et al., 2001). Le FIt-3 entraine le
développement des pDC a partir des cellules souches de la moelle osseuse. Cependant,
le GM-CSF bloque complétement le développement de ces cellules in vitro (Blom et al.,
2000; Gilliet et al., 2002).

O’Keeffe et al ont montré que la population pDC splénique murine est une population
hétérogene quant a I’expression des molécules CD4 et CDS8 et qu’elle peut étre séparée
en plusieurs sous-populations (O'Keeffe et al., 2002). L’utilisation de différentes
techniques de transfert et d’incorporation du BrdU a montré que les pDC CD4"
pourraient étre des précurseurs de pDC CD4" (O'Keeffe et al., 2002; Yang et al., 2005).
Toutefois, toutes les sous populations de pDC produisent de I’'IFN alpha suite a une
stimulation par les CpG mais seule la population CD4" produit cette cytokine en
réponse a une stimulation par Staphylococcus aureus (O'Keeffe et al., 2002). De plus,
suite a une stimulation du TLR-2 (Toll-like receptor 2), seules la population pDC CD4
produit du TNF alpha en présence a la stimulation , ce qui laisse suggérer que la
fonction des pDC peut changer en fonction du stade de développement des ces cellules
(Yang et al., 2005).

Il existe peu d’informations sur la relation entre les pDC CDS8 et CD8". En revanche,
toutes les cellules pDC, suite a une stimulation de leur TLR 7 et 9, présentent une
population homogeéne qui exprime CD8"&" CMH-II"". In vivo, les pDC activées sont
CD205" a la différence des DC conventionnelles qui peuvent étre CD205" (Naik et al.,
2005).

Par ailleurs, il a ét¢é démontré que les pDC peuvent se développer chez la souris KO

pour les facteurs NOTCH 1 et T cell factor 1, facteurs essentiels pour le développement
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des cellules T, ce qui remet en cause la certitude d’une origine lymphoide des pDC
(Ferrero et al., 2002). Aussi, des souris IL-7""~ qui sont déficientes en lymphocytes T et
B (Maki et al., 1996), présentent des pDC dans divers tissus (Yang et al., 2005). De leur
coté, Toyama-Sorimachi et al. ont montré que les pDC en périphérie expriment a leur
surface la molécule Ly49Q, récepteur identifi¢ comme étant spécifique des cellules
my¢loides (Toyama-Sorimachi et al., 2004). Plus tard, ce méme groupe a montré que les
pDC du sang périphérique, de la moelle osseuse, les pDC hépatiques de méme que les
pDC générées en présence du FIt-3 contiennent aussi une sous-population de pDC
Ly49Q CMH-II' (Omatsu et al.,, 2005; Toyama-Sorimachi et al., 2004). Les sous
populations pDC Ly49Q" et pDC Ly49Q" produisent différents types de cytokines lors
de leur stimulation. Cependant, il semble que la population Ly49Q CMH-II" produise
une faible quantit¢ d’IFN alpha, d’IL-6 et d’IL-12p70 suite a une stimulation par les

séquences CpG ou le virus de ’hémagglutinine (Kamogawa-Schifter et al., 2005).

II. Les cellules dendritiques et ’immunité innée

I1.1 La capture antigénique

Les phagocytes professionnels sont les polynucléaires neutrophiles (les
polynucléaires éosinophiles et basophiles ont peu ou pas de fonctions phagocytaires),
les macrophages et les cellules dendritiques. Les DC immatures sont des sentinelles
spécialisées dans la capture des antigénes issus des cellules mortes, des pathogenes, des
cellules infectées ou leur produits solubles pour les présenter aux lymphocytes T. Les
voies utilisées pour la capture des antigenes par les DC sont principalement :
I’endocytose, la phagocytose, et la macropinocytose.

Le mécanisme de capture des antigénes par endocytose et phagocytose est bas¢ sur la
présence de récepteurs a la surface des DC qui reconnaissent des motifs sur des
pathogenes et permettent a la DC de les discriminer. Ils font partie majoritairement de la
famille des lectines de type C (Dépendants du Ca2").

Certains pathogenes peuvent utiliser la fonction de capture d’antigénes comme voie
d’entrée pour une infection. L’exemple le plus utilisé est celui du virus HIV qui peut
directement infecter les DC, ce qui entraine une altération de la voie de présentation des

antigenes (Geijtenbeek et al., 2000).
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II.1.1 L’endocytose

Ce mécanisme permet 1’internalisation de macromolécules, grace a la formation
d’un réseau de clathrine ou de calvéoline permettant la formation de vésicules
d’endocytose (Roth, 2006). Différents récepteurs en assurent la spécifité : les récepteurs
aux fragments Fc des immunoglobulines capables de fixer les complexes immuns
(Fanger et al., 1996; Zhu et al., 2001), les récepteurs aux protéines de choc thermique
tels CD91 ou Lox-1 (Lectin-like receptor for oxidized-LDL) (Basu et al., 2001;
Delneste et al., 2002), les récepteurs de type scavenger comme CD36 (Peiser et al.,
2002), ou les récepteurs de la famille des lectines tel le récepteur MMR (Macrophage-
Mannose Receptor), DEC-205, la langerine, ou encore DC-SIGN (Engering et al., 2002;
Valladeau et al., 2000). (Figure 2).

I1.1.2 La phagocytose

C’est un processus dépendant de I’actine capable d’internaliser de larges
particules ou pathogenes (>1um). Bien que les propriétés de phagocytose des DC soient
faibles par rapport a celles des macrophages, elles sont dotées de différents récepteurs
leur permettant de reconnaitre et d’internaliser un matériel trés divers. Ainsi, les cellules
apoptotiques ou nécrotiques sont phagocytées via les récepteurs au complément, la
molécule de surface CD14, les intégrines avB3 etavBS, ou les récepteurs de type
scavenger comme CD36 ou CD68 (Albert et al., 1998; Berard et al., 2000; Subklewe et
al., 2001). La phagocytose permet aussi 1’internalisation de complexe immuns (Fanger

et al., 1996) ou de pathogénes (Blank et al., 1993); Inaba et al., 1993). (Figure 2).

I1.1.3 La macropinocytose

La macropinocytose est treés développée chez la DC. Elle est constitutive et
permet I’endocytose non spécifique et illimitée d’antigénes solubles (Norbury et al.,
1997; Swanson and Watts, 1995). Elle permet de filtrer les liquides extra-cellulaires et
de capturer les antigénes solubles méme s’ils sont présents en faible quantité. Ce

mécanisme est di en partie a 1’expression d’aquaporines (de Baey and Lanzavecchia,
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2000). Comme la phagocytose, ce phénomene est aussi dépendant de 1’actine et conduit
a la formation de larges vacuoles intra-cellulaires (des macropinosomes) (Norbury,

20006; Sallusto et al., 1995). (Figure 2).

Clathrin-mediated | Non-clathrin/caveolae
endocytosis endocytosis

Phagocytosis | Macropinocytosis

Clathrin
adaptors
(AP-2)

~ Caveolin?

Cytosolic
proteins

Figure 2 : Les voies principales utilisées pour la capture antigéniques. (D’aprés

(Trombetta and Mellman, 2005).

I1.2 L’activation des cellules dendritiques

L’invasion, chez tous les vertébrés, par des micro-organismes est initialement
combattue par des mécanismes de défense innée qui préexistent chez tous les individus
et sont activés dans les minutes qui suivent ’infection. Les macrophages, cellules
dendritiques, cellules NK qui opérent en premiere ligne de la réponse innée sont activés
par des motifs moléculaires conservés au sein de différents types de micro-organismes

baptisés PAMP (pathogen associated molecular pattern) par Charles Janeway (Janeway,
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1989). Ces PAMP sont caractérisés par les trois propriétés suivantes : (a) ils sont
absents des cellules de 1’hote ; (b) ils sont communs a de nombreuses espéces de micro-
organismes ce qui permet de reconnaitre I’énorme diversité des microbes par un nombre
restreint de récepteurs ; (c) ils sont essentiels a la survie des micro-organismes, ce qui

limite I’apparition de mutants échappant a la reconnaissance.

I1.2.1 Les Toll-like Récepteurs (TLR)
I1.2.1.1 Découverte

Le nom de TLR vient de I’homologie avec une famille de molécules retrouvée
chez la drosophile Drosophila melanogaster, dont le principal membre est Toll. Chez la
drosophile, Toll a initialement été identifi€é comme un gene important lors de
I’embryogenese, et en particulier, lors de la mise en place de 1’axe dorso- ventral
(Lemaitre et al., 1996). En 1996, Jules Hoffmann et son équipe montre que Toll
participe a ’immunité anti-fongique chez la drosophile (Hoffmann et al., 1996). A
I’époque de cette découverte, les TLRs sont connus chez les mammiféres grace a
I’identification chromosomique de TIL (maintenant appelé TLR1) en 1996 par I’équipe
de Taguchi (Taguchi et al., 1996). A 1’époque, étant donné ce qui est connu de Toll chez
la drosophile, des hypotheses avancent un role de TIL dans le développement
embryonnaire des mammiferes. Par ailleurs, une autre molécule avec un role évident
dans ’immunité des mammiferes, le récepteur a I’interleukine 1 (IL-1R) a au préalable
été décrite par Nick Gay en 1991 et en particulier, 1’homologie du domaine
cytoplasmique avec celui de Toll (Gay and Keith, 1991).

Charles Janeway et ses collaborateurs identifient un second paralogue TLR en 1997
qu’ils appellent « h-Toll » (maintenant TLR4) (Medzhitov et al., 1997). En reprenant les
travaux d’Hoffman, ils suggerent que chez les mammiféres, h-Toll pourrait « activer
I’immunité adaptative ». La fonction précise de TLR4 est découverte en 1998 par le
groupe de Bruce Beutler qui, par I’utilisation d’une technique génétique appelée
«clonage positionnel », prouvent le rdle de TLR4 en tant que récepteur du
lipopolysaccharide bactérien (connu également comme « endotoxine » ou LPS).
Jusqu’alors, le LPS était connu depuis plus de cent ans pour ses puissants effets
inflammatoires et immunodulateurs. En étudiant les conséquences de la perte de ce TLR

chez des souris invalidées pour le TLR, Beutler conclue que chez les mammiferes,
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chaque TLR pourrait reconnaitre une molécule bien particuliére témoignant d’une
infection en cours.

II apparait maintenant que cette proposition était correcte et que les TLR représentent
chez les mammiféres des protéines clés permettant de détecter une infection et de

déclencher la réponse immune.

IT1.2.1.2 Implication des TLR dans la reconnaissance des pathogénes
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Figure 3 : Les TLR et leur ligands d’aprés (Akira and Takeda, 2004)

Les TLRs (récepteurs Toll-like) appartiennent a la grande famille des PRRs (Akira,
2006); (Akira and Takeda, 2004) (Pattern Recognition Receptors). En tant que tels, ils
interviennent au cours des mécanismes de I’immunité innée en reconnaissant des motifs
moléculaires conservés chez les pathogenes, les PAMPs (Pathogen-Associated
Molecular Patterns). Ces motifs sont d’origine tres diverses (bactéries, virus, parasite) et
de nature variée (protéine, saccharide, acide nucléique) (Akira, 2006).

La plupart des especes de mammiferes ont entre dix et quinze types de TLRs. Treize

TLRs (appelés simplement TLR1 a TLR13) ont été identifiés chez I’homme et la souris
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tandis que de formes équivalentes ont été trouvées chez d’autres especes (Baccala et al.,
2007). Cependant, certains TLRs sont spécifiques de I’homme. Par exemple, un géne
codant un analogue de TLR 10 chez ’homme est présent chez la souris mais semble
avoir ét¢ endommagé dans le passé par un rétrovirus (pseudogene). La souris exprime
par contre TLR11, TLR12 et TLR13, TLRs inexistants chez ’homme (Akira, 2003).
Plusieurs membres de la famille des TLRs sont aujourd’hui caractérisés. Un méme TLR
peut reconnaitre différents ligands (Reis e Sousa, 2004).

Le TLR1 joue un role de corécepteur et s’associe au TLR2 suite une stimulation par des
lipopeptides (Yamamoto et al., 2002).

Le TLR2 reconnait une trés grande variété de micro-organismes. Il reconnait les
lipoprotéines des pathogenes tels que les bactéries Gram négatives, les mycoplasmes,
les spirochetes et D’acide lipotéichoique des bactéries Gram positives, et les
glycoprotéines virales (Alors que la plupart des TLRs sont des homodimeres, TLR2 a la
particularit¢ de s’associer en hétérodimere avec TLRI ou TLR6, permettant
respectivement la reconnaissance de lipopeptides triacyl ou diacyl (Takeuchi et al.,
2002).

Le TLR3 reconnait les ARN doubles brins qui sont produits par des virus en réplication
(Alexopoulou et al., 2001); (Schulz et al., 2005). Ce TLR peut étre stimulé aussi avec
un ARN double brin synthétique appelé Poly (P : C).

Le TLR4 est capable de reconnaitre I’acide lipoteichoique provenant de Mycobactérium
tuberculosis (Gram') (Means et al., 1999), la protéine du virus RSV (Respiratory
Syncicial Virus) (Kurt-Jones et al., 2000), ainsi que le LPS (Lipopolysaccharide)
(Dunzendorfer et al., 2004). Le mécanisme d’activation par le LPS est complexe et fait
intervenir plusieurs molécules. Tout d’abord, le LPS est transporté par une protéine
chaperonne plasmique, le LBP (LPS binding protein) qui va reconnaitre la molécule
CD14, située a la surface de certains types cellulaires. En effet, la molécule CD14 est
caractéristique de la lignée monocytes-macrophage mais son ancrage membranaire la
rend aisément soluble lui permettant de se trouver sur d’autres cellules comme les DC,
les cellules endothéliales ou épithéliales. La cellules ayant acquis ce complexe
(LPS/LBP, CD14) sera activée apres interaction avec le MD2, une autre molécule de
surface et le TLR4 (da Silva Correia et al., 2001).

Le TLRS reconnait la Flagelline qui est un des constituant principaux du flagelle des

bactéries Gram- (Hayashi et al., 2001; Means et al., 2003; Smith et al., 2003).
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Le TLR6 joue un role de co-récepteur du TLR2. Comme pour le TLR1, il s’associe au
TLR2 suite a une stimulation par des lipopeptides.

La famille des TLR7 et TLRS8 est associé¢e aux réponses antivirales et a la production
d’IFN-a (Hemmi et al., 2002). Ces deux TLR reconnaissent la molécule synthétique de
type imidazoquinoline ;(ayant un puissant effet antiviral se lie a ces récepteurs)et ses
dérivant R848 et imiquimod, les analogues de la guanosine tels que la loxoribine, les
ARN simple brin (ssRNA) dérivés de certains virus comme le VIH de type 1 et certains
siRNA de micro-organismes (Jurk et al., 2002; Lund et al., 2003; Cornelie et al., 2004;
Diebold et al., 2004). Le TLRY reconnait les motifs CpG de I’ADN microbien et
engendre également une stimulation de la réponse immune (Medzhitov, 2001). Les CpG
non méthylés de ’ADN se lient au TLR9 dans les endosomes, contrairement au TLR1,
2 et 4 qui reconnaissent leur ligand a la surface cellulaire (Bauer and Wagner, 2002;
Wagner, 2004). 1l existe deux principaux types de CpG : le CpG de type B induit une
importante production des cytokines inflammatoires comme I’'IL-12 et le TNF-a alors
que le CpG de type A, de structure différente, induit une production importante d’IFN-a
par les cellules dendritiques plasmacytoides mais peu d’IL-12 (Krug et al., 2001a;
Verthelyi et al., 2001).

Le TLR10, sa séquence présente une grande homologie avec le TLR1 et le TLR6
(Dunne and O'Neill, 2003; Sanghavi et al., 2004). Chez I’homme, il a été montré que ce
récepteur est exprimé au niveau des lymphocytes B et des pDC (Hasan et al., 2005).
Son ligand spécifique reste encore mal connu.

Le TLR11 a été récemment mis en évidence chez la souris. Ce récepteur est exprimé
particulierement dans le foie et les reins (Zhang et al., 2004). Son seul ligand identifié
est la PLP (prolfilin — like protein) (Lauw et al., 2005; Yarovinsky et al., 2005). Ce

récepteur serait impliqué dans la reconnaissance des bactéries uropathogénes.

Les TLR sont différentiellement exprimés selon les populations de DC et selon leur état
de maturation. De plus, ils sont exprimés par d’autres cellules qui contribuent aux
réponses inflammatoires, comme les macrophages, les monocytes (Muzio et al., 2000),
les mastocytes (McCurdy et al., 2001) (Supajatura et al., 2001). D’autres études ont
aussi analysé I’expression des TLR dans différents tissus (Zarember and Godowski,
2002). Ces études indiquent que la plupart des tissus expriment au moins un TLR. Les

TLR sont exprimés dans plusieurs autres types de cellules contribuant aux réponses
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inflammatoires telles que les cellules des épithéliums respiratoires (Wang et al., 2002),
intestinaux (Hacker et al., 1998) (Abreu et al., 2001) et rénaux (Wolfs et al., 2002).

De plus les TLR sont différentiellement distribués au sein des cellules (Figure 4). Les
TLR1, 2, 4, 5, 6 sont exprimés a la surface cellulaire alors que les TLR3, 7, 8 et 9 sont
exprimés dans les compartiments intracellulaires comme les endosomes (Trinchieri
and Sher, 2007).

La reconnaissance des ligands des TLR3, 7, 9 nécessite la maturation endosomiale
(Hacker et al., 1998; Heil et al., 2004). En effet, dans le cas d’une infection virale, les
virus envahissent la cellule suite & une endocytose et les virus sont exposés au
cytoplasme par fusion de la membrane virale aux endosomes. Cette fusion aux
endosomes permet l’exposition des composés viraux et la reconnaissance de ces

derniers par notamment le TLR9.

Les TLR permettent aux DC de reconnaitre les pathogénes internalisés ou
présents dans le milieu extracellulaire. Cependant de nombreux types de PRRs sont
exprimés a la surface cellulaire : les C-type lectin like molécules, tels que mannose
receptor et B-glucan receptor (par exemple, dectin-1) qui participent a I’engagement et a
la capture des composants microbiens.. Néanmoins, les DC doivent aussi étre capables
de réagir face aux pathogenes qui se sont introduits dans leur cytosol. Deux familles de
PRRs sont alors impliquées, la famille des NLR (Nucleotide-binding Oligomerization
Domain NOD- like receptor family), qui contient au moins 23 membres qui sont soit
NOD receptor ou NALPs (NACHT-, LRR- and pyrin domain containing proteins) et la
famille des recepteurs ayant les hélicaces a ARN (CARDs) (Caspase Activation and
Recruitment Domain), tels que RIG-1 (retinoic-acid-inducible gene I) et MDAS
(melanoma-differenciation associated gene 5). Une autre petite famille de récepteurs
proposée par Creagh et O’Neill, les RLR (RIG-I-like receptor) qui s’ajoute au Familles
des TLR et NLR (Figure 4) (Akira, 2006; Inohara et al., 2005; Bourhis and Werts, 2007;
Trinchieri and Sher, 2007).
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Figure 4 : Schéma représentatif de la structure et des voies de signalisation des

différentes familles des PRR (Trinchieri and Sher, 2007)

I1.2.1.3 Les voies de signalisation des TLR

Les TLR possédent un domaine intracellulaire commun au récepteur de I’'IL-1
(TIR : Toll/IL-1 Receptor) (Reis e Sousa, 2004). Les voies de signalisation des TLR
passent par différents types de protéines adaptatrices dont MyD88, IRAK (IL-1R
Associated Protein Kinase), TRAF6 (Tumor Necrosis Factor Receptor- Activated
Factor 6), et TIRAP impliquées dans la transduction du signal des TLR (Figure 4) et la
TOLLIP (Toll- Interacting Protein) (Akira et al., 2001; Kobayashi et al., 2004; Liu et
al., 2005).

Deux voies de signalisation sont décrites, une faisant intervenir la protéine MyD88 et
une MyD88-indépendante. Lors de la voie MyDS88 dépendante, les protéines
adaptatrices sont activées suite a I’interaction du TLR avec son ligand. La TOLLIP

interagit avec le TIR et entraine 1’activation de la protéine MyD88, nécessaire pour le
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recrutement de la protéine IRAK. La phosphorylation de I’'IRAK entraine le recrutement
de la protéine TRAF6. La formation de ce complexe aboutit a la phosphorylation puis a
la translocation du facteur NF-kB, qui joue un rdle important dans la production des
cytokines proinflammatoires et 1’induction de la maturation des DC.

Dans le cas de la stimulation via le TLR3, 5, 7, 8,9, c’est I’interaction directe de la
protéine MyD88 avec le domaine du TLR, qui est responsable de I’activation des autres
protéines adaptatrices.

L’¢étude des voies de transduction a été réalisée dans plusieurs modeles expérimentaux
notamment en utilisant des souris déficientes en MyD88. Ainsi, I’injection d’antigénes+
adjuvant de Freund a des souris déficientes en MyD88 ne permet ni 1’activation des
lymphocytes T, ni la maturation des DC observées chez des souris normales (Schnare et
al., 2001).

La voie MyD88 indépendante, a été découverte dans les cellules MyD88 KO qui
pouvaient toujours répondre au LPS via leur TLR4 sans production de molécules
proinflammatoires (Kawai et al., 1999). Cette voie indépendante du MyD88, dans le cas
du LPS, induit aussi une augmentation des molécules de costimulation et des molécules
du CMH a la surface des DC mais n’induit pas la sécrétion des cytokines (Kaisho et al.,
2001). Cette voie est déclenchée par la stimulation du TLR4 ou du TLR3, et fait
intervenir les facteurs de transcription IRF (Interferon Regulatory Factor) et NFxB
(Kawai et al., 2001). La cascade de signalisation passe par un adaptateur au domaine
TIR : TRIF (TIR domain-containing adaptator inducing IFN-B) qui va activer une
cascade de MAP-Kinases (Yamamoto et al., 2003). La reconnaissance des composants

microbiens entraine 1’activation de la DC et la production de cytokines inflammatoires.

I1.2.1.4 Autres facteurs activant les cellules dendritiques

Le modéle du danger proposé par Matzinger suggere que les DC sont activées
apres détection des signaux de danger libérés par les cellules périphériques stressées,
endommagées ou nécrosées (Matzinger, 1994). Ces signaux de danger constitutifs,
intracellulaires dont les mieux caractérisés sont diverses protéines de type HSP « heat
shock protein » (soit intra cytoplasmique comme HSP60, HSP70, HSP90 ou
intranucléaires comme gp96). Outre leurs fonctions de protéines chaperonnes, les HSPs
représentent des transporteurs non spécifiques de peptides (sauf pour ’HSP60), elles

peuvent étre libérées dans 1’environnement en cas de lyse cellulaire.
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Depuis peu, il a ét¢ démontré que les HSPs n’étaient pas seulement une source de
peptide capable de charger le compartiment des molécules du CMH de classe I des CPA
mais également des activateurs endogénes de ces CPA. C’est le cas de I'HSP60 qui
active le TLR4 de fagon analogue au LPS (Ohashi et al., 2000) ou le groupe HSP70,
HSP90 qui activent les macrophages et les DC via un récepteur identifi¢, CD91 (Basu et
al., 2001).

L’hypothése est ainsi émise que les HSP pourraient constituer des inducteurs de
I’immunité innée, capables d’alerter précocement le systéme immunitaire adaptatif d’un
danger. L’¢tude de Rovere et al. a montré que les cellules apoptotiques peuvent induire
la maturation des DC (Rovere et al., 1998). Ces résultats sont controversés et il a été
montré plus tard que les cellules en nécrose, contrairement aux cellules apoptotiques,
induisent la maturation des DC (Sauter et al., 2000).

Les signaux pro-inflammatoires délivrés par les cellules avoisinantes peuvent entrainer
un « stress biologique » et par conséquent une maturation des DC. Par exemple, les
kératinocytes peuvent produire L’IL-1, L’IL18 et le TNFa et activer les DC résidentes
(Lebre et al., 2003).

Aussi, le CD40L impliqué dans la phase finale de 1’activation des DC lors du contact
des lymphocytes avec les DC est exprimé par d’autres cellules comme les mastocytes,
les basophiles, les plaquettes qui seraient a I’origine d’une activation de DC immatures
(Elzey et al., 2003; Kaneider et al., 2003).

Au total, tout le systtme immun adaptatif est mis en action via les DC par des signaux

d’alarmes de différentes formes provenant des cellules stressées, abimées ou infectées.

III. Les cellules dendritiques: cellules initiatrices et

régulatrices de la réponse adaptative

II1.1 Apprétement antigénique

Apres phagocytose par les cellules dendritiques, les agents microbiens et les
antigenes sont dégradés en peptides qui sont ensuite couplés aux molécules du CMH, et
exprimés sur la membrane cellulaire, afin d’étre présentés spécifiquement aux
lymphocytes T (Brodsky and Guagliardi, 1991). Les molécules du CMH sont codées
par un ensemble de loci regroupés en deux classes, les molécules du CMH de classe I et

les molécules de classe II. Ces complexes portent différents noms selon 1’espéce, on
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parle en effet de HLA chez I’homme, de H2 chez la souris et de RT1 chez le rat.
L’apprétement des antigeénes a lieu dans des compartiments cellulaires différents selon
qu’il s’agit d’une présentation par les molécules du CMH de classe I ou les molécules

du CMH de classe II (Germain et al., 1986).

II1.1.1 Le CMH de classe I

Les molécules du CMH de classe I sont exprimées de fagon constitutive, a des
niveaux variables, a la surface de toutes les cellules nucléés. Les molécules du CMH de
classe I consistent en 1’association non covalente entre une chaine lourde, codée par
exemple chez la souris par les génes H2-K ou H2-D, et la 2-microglobuline (2m).
Chaque molécule du CMH de classe I présente un peptide de faible taille (82 10 mers)
provenant de la dégradation d’une protéine endogéne (Germain and Margulies, 1993).
Les protéines antigéniques endogenes apreés ubiquitination sont dégradées par le
protéasome et diverses peptidases (Trombetta and Mellman, 2005). Les peptides
générés accedent alors via le transporteur TAP (Transporter associated with Antigen
Processing) au réticulum endoplasmique. La, ils sont clivés par la protéase ERAAP
(Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase Associated with Antigen Processing ou
ERAP 1) en peptides de 9 a10 acides aminés qui seront apprétés sur les molécules du

CMH I (Serwold et al., 2002) (Figure 5).
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Figure 5: Les voies d’acces au CMH de classe 1. (D’aprés (Trombetta and

Mellman, 2005).

Le CMH de classe 1 est spécialis¢ dans la présentation de peptides endogenes.
Cependant les DC sont également capables de présenter des peptides exogenes

internalisés sur le CMH 1 grace au processus de présentation croisée (Albert et al.,
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1998). Cette voie est quantitativement moins importante que la présentation endogene.
Elle est néanmoins essentielle pour générer une réponse lymphocytaire TCD8 contre les
cellules tumorales ou les pathogénes qui n’infectent pas les DC. IL est intéressant de
noter que suite a I’activation des DC, la synthése et la demi vie des molécules du CMH
I sont augmentées et que contrairement aux molécules de CMH 11, le renouvellement

des molécules de CMH I est continu méme dans les DC matures (Rescigno et al., 1998).

II1.1.2 Le CMH de classe II

L’expression des molécules du CMH de classe II est restreinte aux CPA (DC,
macrophage, lymphocytes B, ou encore les cellules épithéliales du thymus). Les
peptides présentés sur le CMH de classe II sont principalement issus d’antigénes
exogenes internalisés par phagocytose, macropinocytose ou endocytose (Figure 2). Le
chargement sur le CMH II pourrait alors se faire dans les endosomes tardifs ou
lysosomes. Les enzymes lysosomiales contenues dans ces vésicules assurant alors le
découpage des protéines avant leur chargement sur le CMH II (Neijssen et al., 2005).
Néanmoins, les protéines endogenes cytosoliques ont aussi acces aux lysosomes et donc
au chargement sur le CMH I1.

La présentation des antigénes sur le CMH de classe I ou CMH de classe II peut
étre régulée selon différentes modalités. Par exemple, 1’internalisation via le récepteur
DEC-205 améliore la présentation des antigenes (Bonifaz et al., 2004) et le ciblage de
Lox-1 par des HSP Heat Shock Protein) favorise la présentation croisée (Delneste et al.,
2002). Elle peut aussi étre régulée quantitativement, au cours de la maturation des DC,
par une synthése de protéases et de molécules du CMH (Cella et al., 1997; Rescigno et
al., 1998) et qualitativement, par génération de nouveaux épitopes par

I’immunoprotéasome (Chapiro et al., 2006).

II1.1.3 La présentation croisée

La présentation de matériel antigénique exogene se fait classiquement via les
molécules de CMH de classe II, mais il existe une voie alternative propre aux DC qui
permet de présenter des peptides exogénes sur des CMH de classe I, c’est la cross-
présentation ou présentation croisée. Le concept a été proposé pour la premiere fois par

Bevan qui observa une réponse CTL dirigée contre des antigénes de cellules injectées.
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Bevan proposa que des peptides exogenes pouvaient étre présentés in vivo a la surface
des molécules CMH I entrainant ainsi des réponses CTL spécifiques. Il nomma cette
voie « présentation croisée » (Bevan, 1976). Les CPA vont donc acquérir des antigénes
de cellules tumorales ou infectées, ou de microbes qui n’ont pas infecté la DC et qui ont
pu étre internalisés par macropinocytose, phagocytose ou opsonisation (Guermonprez et
al., 2002). Elles vont pouvoir les préssenter sur leur propres molécules de CMHI aux
cellules T CD8+ (den Haan and Bevan, 2002).

Le mécanisme de la présentation croisée repose principalement sur deux phénomenes
biologiques :

* Voie TAP dépendante : Les antigénes présents dans les endosomes vont subir une
translocation, par un moyen de transport exclusif vers le cytosol (Kovacsovics-
Bankowski and Rock, 1995; Rodriguez et al., 1999). Ainsi, les antigénes capturés
peuvent rejoindre les antigénes endogénes et suivre la voie classique de 1’apprétement
du CMH de classe I (décrite ci-dessus).

* Voie TAP indépendante : semble due a un échange de peptides chargés dans les
molécules du CMH de classe I avec les antigeénes exogeénes au cours du recyclage de la
molécule du CMH de classe I (Gromme et al., 1999). Cette étape s’effectue au niveau
des endosomes et le complexe retournerait directement a la membrane sans passer par
les protéasomes. Cependant, les peptides €échangés et donc présentés a la surface n’ont
pas subi une étape de dégradation par les protéasomes ce qui pourrait poser un probléme
de spécificité lors de la présentation.

La présentation croisée concerne les cellules mortes et en particulier les cellules
apoptotiques (Li et al., 2001). Elle concerne aussi un nombre assez important
d’antigénes comme les différents composants bactériens (Jeannin et al., 2000), des
complexes immuns reconnus par le fragment Fc (Regnault et al., 1999), les antigénes
associés aux HSPs (Heat Shock Protein) (Arnold et al., 1997) et aux exosomes (Wolfers
etal., 2001).

Enfin, la présentation croisée joue un role important dans I’immunité (Sigal and Rock,
2000) ainsi que dans le maintien de la tolérance centrale (von Boehmer and Hafen,

1986) et périphérique (Forster and Lieberam, 1996 ;Kurts et al., 1996).

I1I.1.4 Le CD1
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Outre les molécules du CMH de classe I et du CMH de classe II, les DC
expriment une troisieme classe de molécules impliquées dans la présentation
d’antigene : les molécules CD1 (Gillessen et al., 2003). Ces molécules sont apparentées
aux molécules du CMH de classe 1. Elles sont non polymorphiques et s’associent de
manicere non covalente a la molécule B2-m (Jones et al., 1991). Chez I’homme, on
distingue cinq genes codant pour ces molécules de classe I non classiques
(Guermonprez et al., 2002; Yu and Milstein, 1989) : CDla, b, c, d, e. Par homologie de
séquence, les CDla, b, ¢ ont ét¢ définis comme constituant le groupe 1. Chaque
molécule est impliquée dans la surveillance d’un compartiment endosomal spécifique :
CD1a pour les endosomes précoces et de recyclage, CD1b pour les lysosomes, et CDl1c
vraisemblablement pour tous les compartiments. L’association du CD1b et du CDIC
avec I’antigéne peut se faire directement a la surface de la DC. La derniere isoforme des
molécules CDI, la molécule CDle n’est pas exprimée a la surface des cellules. Elle
s’accumule dans I’appareil de Golgi et est relocalisée dans les endosomes tardifs au
cours de la maturation des DC. Chez la souris, un seul géne homologue est identifié :
CDI1d (Bollyky and Wilson, 2004). La molécule CD1D est synthétisée au niveau du
réticulum endoplasmique. L’association CD1/antigene se fait principalement dans les
compartiments de la voie endocytique. La queue cytoplasmique du CD1d, contenant
quatre acides aminés (Tyrosine- Glutamine- Acide aspartique- isoleucine), semble
nécessaire pour sa localisation endosomiale et sa fonction de présentation d’antigénes
(Lawton et al., 2005). Dans ces compartiments, les molécules CD1d participent a
I’apprétement des antigénes glycolipidiques aussi bien d’origine endogeéne qu’exogene
(Prigozy et al., 2001). Le mécanisme exact de la voie de présentation par les molécules
CD1d reste encore a établir.

La voie de présentation par les molécules du CD1d est impliquée dans les réponses
immunitaires adaptatives (Nishimura et al., 2000), dans 1’auto-immunité (Blumberg,
2001; Naumov et al., 2001), dans I’immunité anti-tumorale (Gillessen et al., 2003) et
dans le maintien de la tolérance au soi (Racke et al., 2002).

Par ailleurs, la molécule CD1d, chez I’homme ainsi que chez la souris peut s’associer a
I’a-galactosyl-céramide, un antigéne synthétique qui active une sous population
particuliére de lymphocytes T, les lymphocytes T NK (Guermonprez et al., 2002). Nous
verrons plus loin son role, plus ou moins clair, dans le maintien de la tolérance médiée

par les cellules T NK.
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II1.2 Maturation et Migration des cellules dendritiques

II1.2.1 La maturation des cellules dendritiques

Par convention, les DC résidentes en périphérie sont dans un état immature du
fait de leur faible capacité a stimuler les lymphocytes T et de leur grande capacité de
capture antigénique. Suite a la capture d’antigénes, les DC immatures vont subir un
programme de maturation complexe qui va leur permettre d’avoir des capacités uniques
a activer les lymphocytes T naifs, et dont les éléments essentiels sont :

1) Leur migration du lieu qu’elles occupent vers les organes lymphoides secondaires
(Clark et al., 2000).

i1) Une transformation morphologique caractéristique avec diminution de leur capacité
de captures d’antigénes (Sallusto et al., 1995). Ce changement morphologique se
caractérise aussi par une perte des structures adhésives, une réorganisation du
cytosquelette entrainant la formation de dendrites et 1’acquisition d’une forte mobilité
cellulaire (Tang et al., 1993; Banchereau and Steinman, 1998).

1i1) La stabilisation et la présentation d’un grand nombre de complexe CMH/peptide a
leur surface (Cella et al., 1997). En effet, a I’état de repos, les molécules du CMH sont
recyclées en permanence de la surface vers les compartiments endosomaux pour revenir
en surface chargées de nouveaux peptides. La maturation interrompt 1’endocytose,
favorisant ainsi une présentation antigénique massive et de longue durée.

1v) Une expression en abondance des molécules de costimulation RANK, CD40, CD58,
CD80 et CD86 indispensables pour I’activation des lymphocytes T naifs (Banchereau
and Steinman, 1998; Carreno and Collins, 2002).

v) La sécrétion d’un ensemble de cytokine, trés limitée dans le temps, dont la diversité

va dépendre du stimulus initial (Steinman et al., 2003).

I11.2.2 La migration des cellules dendritiques
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Les lymphocytes T naifs sont incapables d’accéder aux tissus périphériques, leur
localisation est limitée a la circulation sanguine et aux organes lymphoides secondaires
(von Andrian and Mackay, 2000). Une fois que les DC ont capturé I’antigéne, elles

migrent vers les organes lymphoides secondaires pour les présenter aux cellules T.

I11.2.2.1 Les chimiokines

La migration dépend de molécules solubles appelées: chimiokines, et de
I’expression relative de leurs récepteurs spécifiques. En effet, les chimiokines jouent un
role dans la régulation du trafic des leucocytes et notamment des DC. Chaque sous-
population de DC posséde des propriétés migratoires qui lui sont propres, et qui peuvent
varier en fonction de son stade de maturation et d’activation. Cette flexibilité est
possible grace a la multiplicité des chimiokines et de leurs récepteurs.

Les chimiokines sont des protéines solubles de faible poids moléculaire (8-14kD), qui
possédent en général 4 cystéines conservées. On distingue quatre familles de
chimiokines selon le nombre d’acides aminés séparant les deux premicres cystéines :
Les CC chimiokines jouent un réle important dans la migration des cellules de
I’inflammation, chacune étant spécifique d’un nombre limité de leucocytes. Elles sont
aussi impliquées dans la migration des DC. Les CXC chimiokines, essentiellement
impliquées dans la migration des neutrophiles et les lymphocytes. Et les chimiokines C
et les chimiokines CX3C (Laing and Secombes, 2004; Rossi and Zlotnik, 2000).

La nature des chimiokines produites varie selon I’endroit de 1’organisme, selon 1’état
inflammatoire et selon la cause inflammatoire. Cette flexibilité permet de recruter,
localement, exclusivement les cellules qui expriment le récepteur du chimiokine
correspondant, et qui ont la fonction la plus adaptée a la situation du tissu au moment ou
s’effectue ce recrutement. Enfin, il existe d’autres facteurs chimiotactiques « non
chimiokines » comportant les récepteurs des composants bactériens, des lipides
bioactifs et certains peptides qui jouent un rdle important dans les réponses
immunitaires rapides (Sozzani, 2005).

La migration des DC est intimement liée a leur maturation. En effet, suite a une
maturation des DC par I’injection de LPS, il s’en suit une migration des DC des tissus
vers les organes lymphoides (MacPherson et al., 1995; Reis e Sousa and Germain,

1999). Ainsi, les DC activées vont subir un processus de maturation au cours de leur
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migration qui s’accompagne par une diminution progressive de certains récepteurs de
chimiokines que les DC exprimaient dans leur état immature. Par ailleurs, les DC
matures et immatures peuvent suivre un méme trajet migratoire en réponse a différentes

chimiokines (Sozzani et al., 1998).

I11.2.2.2 Expression des récepteurs de chimiokines

Apres entrée des précurseurs de DC dans les tissus et leur différenciation en DC
immatures le profil des récepteurs des chimiokines est modifié. En périphérie, les
précurseurs des DC expriment deux récepteurs de chimiokines : CCR2 et CXCR4
(Caux et al., 2000). Cependant, au cours de la différenciation, certains précurseurs de
DC perdent leur capacité a répondre aux ligands du CCR2 et deviennent plus sensibles a
I’action du CCL20 ce qui montre I’'implication du CCR2 et ses ligands dans le
mouvement initial des précurseurs de DC dans les tissus périphériques.

Chez I’homme, il a été montré que les DC issues in vitro de cellules souches
CD34" expriment le CCR6 contrairement aux cellules CD11C" immatures ou aux DC
dérivées des monocytes (Dieu et al., 1998). Zou et al ont montré que I’expression du
CXCL12 par des cellules tumorales entraine une forte accumulation de pDC dans la
cavité péritonéale chez I’homme (Zou et al., 2001). Ces pDC entrainent I’activation de
cellules T reg (T régulatrices) qui inhibent de fagon spécifique la réaction immunitaire
contre la tumeur. Aussi, il a ét¢ montré que les pDC et les monocytes du sang
possédaient des profils migratoires différents alors qu’elles expriment de fagon
quasiment similaire les récepteurs aux chimiokines pro inflammatoires (Penna et al.,

2001; Penna et al., 2002a; Penna et al., 2002b).

I11.2.2.3 Production des chimiokines par les cellules dendritiques

Les DC produisent des chimiokines qui participent aux phénomenes de
I’immunité adaptative et innée. En effet, aprés leur stimulation initiale, les DC
immatures sécrétent des chimiokines comme le CXCL8, CXCL10, CCL3, CCL4 et
CCLS5 ce qui induit le recrutement des neutrophiles et des monocytes sur le site de

I’infection.

40



Dans certains organes lymphoides secondaires, la capture des antigénes se fait par les
DC immatures préexistantes sur le site. En effet, la migration des DC n’est pas observée
uniquement en présence de signal de maturation et il a ét€¢ montré que les DC migrent
de manicre constitutive vers les organes lymphoides secondaires (Kamath et al., 2000).
Il a ét¢ montré chez le rat que la population de DC CD4 contenant des corps
apoptotiques de cellules épithéliales intestinales migrait constitutivement vers les
ganglions drainant les intestins (Huang et al., 2000). Cela peut illustrer parfaitement le
concept d’une circulation permanente de certaines sous-populations de DC vers les
ganglions lymphatiques qui serait étroitement impliquée dans le maintien de la
tolérance.

Il a été suggéré que la force majeure qui attire les DC dans les ganglions lymphoides
secondaires est la production constitutive des CCL19 et du CCL21, par les cellules
stromales présentes dans la zone des lymphocytes T (Sozzani et al., 1998). Le CCL21
est également exprimé par les cellules endothéliales des veinules ainsi que les cellules
épithéliales des vaisseaux lymphatiques et permet la migration des DC dans le sinus
capsulaire des ganglions drainant (Gunn et al., 1998) tandis que la CCL19 permet aux
DC de les rejoindre dans les zones T des ganglions. Une fois dans les ganglions, les DC
matures deviennent une source de CCL19 et CCL21, ce qui permet une amplification et

une persistance du signal chimio-attractant (Sallusto et al., 1998).

II1.3 L’activation des lymphocytes T

II1.3.1 La mise en place de la synapse immunologique

La reconnaissance de I’antigéne induit chez le le lymphocyte T la réorganisation
de la membrane plasmique du cytosquelette sous-jacent (Roumier et al., 2001). 1l se
forme alors a la jonction entre le lymphocyte T et la DC un contact étroit
appelé « synapse immunologique » (Figure 4). La synapse immunologique s’organise
en régions concentriques. La partie centrale appelée cSMAC (central Supramolecular
Activation Cluster) comprend principalement le TCR, interagissant avec le CMH-
peptide, et les molécules de costimulation. A la périphérie, se trouve la région pSMAC
(peripheral Supramolecular Activation Cluster), composé des molécules d’adhésion
notamment ICAM 1 (Intracellular Adhesion Molecule 1) et LFA-1 (Lymphocytes
Function associated Antigen 1) (Friedl et al., 2005).
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La synapse immunologique facilite la transmission efficace du signal d’activation aux
lymphocytes T, et confere une stabilité a I’interaction du lymphocyte a la DC.

Top view

Side view

]

pohA

Peptide— COB0or
IGAMT - MHC CDa6 LFAZ -

Figure 6 : La synapse immunologique (D’apres (Friedl et al., 2005).
II1.3.2 Le signal de costimulation

L’interaction entre DC et lymphocytes T est un processus complexe et ordonné,
qui fait intervenir de nombreux signaux membranaires ou solubles habituellement
classés en 3 catégories. Le signal 1 consiste en la reconnaissance par le lymphocyte via
son TCR (T Cell Receptor) du complexe CMH-peptide porté¢ par la DC (Matzinger,
1994). Seul, il ne permet pas I’activation des lymphocytes. Il doit étre accompagné par
un signal 2, produit par les molécules de costimulation exprimées par la DC et leurs
ligands exprimés sur le lymphocyte, en particulier 1’interaction des molécules de
costimulation B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) exprimées par les DC et CD28, une
glycoprotéine exprimée par les lymphocytes T (Cella et al., 1996; Creusot et al., 2002;
Lanzavecchia, 1998). L’engagement du CD28 en synergie avec celui du TCR induit la
sécrétion d’1L-2 (Shahinian et al., 1993; Lu et al., 1994). L’IL-2 facteur d’expansion et
de différenciation agit de manicre autocrine et paracrine, jouant un role essentiel dans la
prolifération des T .Une fois activées, les cellules T expriment CTLA-4 (CD152) qui
reconnait les molécules B7 avec une affinité supérieure au CD28. CTLA-4 délivre un
signal négatif a la cellule T activée, permettant une régulation de la réponse immune

(Walunas et al., 1996; Lee et al., 1998). Une autre voie de costimulation d’importance
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majeure est I’interaction CD40-CD40L (Cayabyab et al., 1994): CD40L est induit sur
les cellules TCD4" activées et permet en retour une activation de la cellule dendritique
exprimant CD40 (Grewal and Flavell, 1996). Enfin, différentes réponses cytokiniques,
conventionnellement décrites sous signal 3, vont participer a 1’activation des
lymphocytes et 1’orientation de la réponse immunitaire (Kalinski et al., 1999;
Langenkamp et al., 2002).

L’orientation de la réponse immunitaire dépend principalement du stimulus de
maturation (de Jong et al., 2002; Mazzoni and Segal, 2004) mais aussi d’autres facteurs
comme le type de DC impliquées (Rissoan et al., 1999), la cinétique de la maturation
(Langenkamp et al., 2000), la concentration en antigéne lors du chargement des DC
(Boonstra et al., 2003); (Hosken et al., 1995)ou le ratio entre DC et lymphocyte T
(Tanaka et al., 2000).

I11.3.3 La différenciation des cellules TCD4"

Les cellules TCD4", une fois activées par les CPA, vont activées de nombreuses
cellules effectrices par I’intermédiaire de leur production de cytokines. Les précurseurs
des cellules TCD4" se différencient en différentes sous populations : Th1, Th2 et Th 17
(pour T « helper », ou T auxiliaire de type 1, 2 et 17) ou Treg (Hunter and Reiner, 2000;
Steinman, 2007), mais nous verrons par la suite que les cellules T peuvent ¢galement se
différencier en cellules régulatrices, telles que les cellules TH3, ou encore en cellules T
régulatrices de type 1 (Trl) (Chapitre V.3.2 Autres types de cellules régulatrices).

Les cellules TCD4+ helper effectricesTh1 produisent de grandes quantités d’IFN-y et de
TNF-B qui participent a D'immunité cellulaire contre les virus, les bactéries
intracellulaires et les protozoaires, mais ¢également dans les phénomenes
d’hypersensibilité retardée. A 1’inverse, les cellules effectrices Th2 produisent
principalement de I’IL-4, de I’IL-5, de I’IL-6, de I’IL-10 et I’IL-13 qui sont importantes
dans la défense humorale contre les parasites, les helminthes et les nématodes, et sont
¢galement responsables de réactions allergiques. dans les réactions d’hyper sensibilité
immédiate médiées par les IgE, et de manicre générale dans les réactions
d’hypersensibilit¢ immédiate extracellulaire (Foroncewicz et al., 2002); Inobe et al.,
1998).

De nombreuses expériences ont montré 1’existence d’une balance Th1/Th2 qui permet

une protection contre les agents pathogenes et le maintien des mécanismes de tolérance
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périphériques. Le développement d’une réponse Thl ou Th2 prédominante est tres
fortement affecté par les cytokines et les facteurs produits localement par les différentes
cellules. Ainsi, la présence d’IL-4 lors du développement in vitro des lymphocytes T
favorise le développement d’effecteurs secrétant de 1’IL-4 (Th2) et inhibe le
développement de ceux secrétant de 1’[L-2 (Thl). In vivo, I'IL-4 produite par les
cellules T de type Th2, les mastocytes, les basophiles et les T NK favorise le
développement des cellules T naives en cellules de type Th2, en induisant I’expression
du facteur de transcription STAT-6 et en activant I’expression du récepteur de 1’IL-4
(Dorado et al., 2002).

Durant la maturation des DC, ces derniéres sécrétent de nombreuses chimiokines
et cytokines contribuant a I’amplification de la réponse inflammatoire et de la réponse
innée.

Chez la souris, les DC spléniques CD8" orienteraient la différenciation des lymphocytes
CD4+ naifs vers un profil cytokinique de type Thl (avec forte production d’IFN-y) alors
que les DC CDS8 orienteraient les lymphocytes CD4" naifs vers un profil Th2
(Maldonado-Lopez et al., 1999). 1l a été suggéré que cet effet serait di a une forte
production d’IL-12 par les DC CDS8", contrairement aux DC CD8 qui en produisent une
faible quantité. Aussi chez la souris, les DC myé¢loides matures stimuleraient une
réponse mixte ou de type Th2 alors que les DC lymphoides matures stimuleraient une
réponse de type Thl (Maldonado-Lopez et al., 1999; Pulendran et al., 1997; Reid et al.,
2000). Bien que plusieurs cellules puissent produire de I’IFN-a, il apparait que le type
cellulaire qui en produit le plus abondamment apres stimulation virale soit les pDC

(Siegal et al., 1999; Asselin-Paturel et al., 2001; Diebold et al., 2003).

L’orientation de la réponse des T auxiliaires ne dépendrait pas forcément de
I’appartenance des DC a la lignée my¢loide ou lymphoide mais dépendrait aussi des
cytokines produites par les DC. Les interleukines de la famille de I’'IL-12 (IL-2 ; IL-23 ;
IL-27) et les interférons (Kadowaki et al., 2000; de Jong et al., 2005; Trinchieri et al.,
2003) sont associés a des réponses de type Thl. D’un pont de vue moléculaire, I’'IL-
12p70 produite en grande quantité aprés reconnaissance de pathogenes suivie d’une
stimulation par CD40L (Krug et al., 2001b) est un élément majeur de la polarisation
Thl. La polarisation des réponses Th2 impliquerait des cytokines comme I’IL-6 et des

molécules comme OX40-L (Akiba et al., 2000; Ekkens et al., 2003; Ishii et al., 2003).
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Récemment, un nouveau type de cellules TCD4+ effectrices a été identifié : les
cellules Thl7. Il semblerait que ces cellules Thl7 interviendraient dans des
phénomenes inflamatoires autoimmuns. Elles ont un réle particulierement important
dans les mode¢les EAE (Steinman, 2007). Les souris KO pour I’IL23 ou déficientes pour
I’IL17 sont en effet résistants a I’induction d’une EAE (Cua et al., 2003; Komiyama et
al., 2006). Les cellules Th17 produisent de grandes quantités d’IL-17 et participent a la

protection contre les bactéries extracellulaires (Annunziato et al., 2007).

I11.3.4 La différenciation des cellules TCD8"

Deux populations de cellules TCD8", les lymphocytes Tcl et Tc2, avec des
profils de cytokines distincts de type Th1l ou Th2 ont été décrites chez la souris (Sad and
Mosmann, 1995), chez le rat (Noble and Kemeny, 1995) et ’homme (Vukmanovic-
Stejic et al., 2000). La différenciation des précurseurs en lymphocytes Tcl est induite
par I'IFN-y et I’'IL-12 alors que la différenciation en lymphocytes Tc2 est induite par
I’IL-4. Les lymphocytes Tcl produisent de I’IFN-y et I’IL-2, mais d’IL-4, alors que les
lymphocytes Tc2 produisent de I’'IL-4, de I'IL-5 et de I’'IL10 mais pas d’IFN-y. Les
cellules CD8+ Tcl et Tc2 expriment des niveaux similaires de perforine et de Fas et
possédent une activité cytotoxique équivalente. De plus, les cellules TCD8" naives

montrent une forte préférence pour une différenciation en cellules Tcl.

IV. Les cellules dendritiques plasmacytoides

En 1958, Lennert a décrit ces cellules comme une population de cellules de taille
moyenne ressemblant aux plasmocytes. Comme elles n’exprimaient pas leurs
marqueurs de membrane, mais le marqueur de la lignée TCD4 et qu’elles étaient
abondantes dans les zones T des organes lymphoides secondaires, elles ont été
nommées cellules T plasmacytoides (Lennert, 1958; Lennert et al., 1975).
Paradoxalement ces cellules n’exprimaient pas les autres marqueurs caractéristiques
« forts » de lignée T (comme les sous-unités du CD3 exprimées en surface ou le TCR)
(Facchetti et al., 1988a; Facchetti et al., 1991). La mise en évidence, plus tard, de
I’expression de marqueurs assignés a la lignée monocytaire comme le CD68 les ont fait

renommer monocytes plasmacytoides (Facchetti et al., 1988a; Horny and Horst, 1986,
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Facchetti et al., 1989a). Suite a cette caractérisation, elles ont été¢ décrites dans les
ganglions normaux et réactionnels (Facchetti et al., 1991; Facchetti et al., 1988b) ainsi
que dans différents tissus inflammatoires : lymphadénite granulomateuse (Facchetti et
al., 1989a)...etc.

En 1997, deux équipes (Grouard et al., 1997, Olweus et al., 1997) ont montré que
ces cellules avaient des propriétés fonctionnelles qui les rattachaient a la lignée
dendritique et c’est ainsi que les cellules dendritiques plasmacytoides ou pDC ont été
caractérisées.

Les virologistes, de leur coté, avaient décrit des cellules sanguines de petite taille
qui n’étaient rattachées a aucune lignée de cellules sanguines, qui exprimaient le CD4 et
les molécules HLA classe II et qui possédaient une trés forte capacité de sécrétion
d’IFN-a en réponse a une stimulation virale (Fitzgerald-Bocarsly, 1993). Ils 1’avaient
nommeé la cellule naturelle productrice d’IFN-a (natural IFN-a producting cell (NIPC)).

En 1999, les groupes de Liu et Colonna ont montré parallelement que les
précurseurs des pDC avaient la capacité de forte production d’IFN-a en réponse a une
stimulation virale et qu’elles correspondaient a la principale cellule sécrétrice d’IFN-a
de I’organisme (IPC pour IFN-a producting cell) (Cella et al., 1999; Siegal et al., 1999).

Les différents noms de ces cellules utilisés dans la littérature sont : cellules
dendritiques plasmacytoides ou pDC, IPC, DC CDI11c’, DC lymphoides. Initialement,
elles ont été¢ aussi nommées DC2 du fait de leur profil de sécrétion de cytokines
(Grouard et al., 1997; Patterson, 2000) et leur capacité a orienter les lymphocytes
TCD4" naifs a sécréter des cytokines de type 2.

Les pDC possedent des caractéristiques qui leur sont propres : les cytokines
nécessaires a leur développement, leur phénotype, leur réponse aux pathogenes les
corrélant a une expression particuliere de PRR, leur production de cytokine, leur
capacité migratoire et leurs fonctions les différencient sur tous ces points des cellules

dendritiques myéloides.

IV.1 Localisation des cellules dendritiques plasmacytoides dans

I’organisme

46



Chez I’homme, les pDC sont présentes a différents stades de maturation dans les

zones T des ganglions (Banchereau et al., 2000b), au niveau du sang et de la moelle
osseuse (Grouard et al., 1997; Blom et al., 2000), du sang placentaire (Sorg et al., 1999)
et du thymus (Res et al., 1999; Marquez et al., 1998).

Dans les ganglions lymphatiques, les pDC sont retrouvées au niveau des zones T
extra folliculaires paracorticales mais pas au niveau des centres germinatifs (Grouard et
al., 1997). De plus, elles sont observées aussi dans les zones proches des veinules post
capillaires (HEV) suggérant bien leur extravasion a partir du sang dans les ganglions
(Grouard et al., 1997).

Dans le sang, le précurseur circulant des pDC (pré-DC2 ou pré-pDC) représente
0,3 a 0,5% des cellules mononuclées (Banchereau et al., 2000b; Olweus et al., 1997).

Au niveau du thymus et de la zone médullaire surtout, les DC participent a la
sélection négative des lymphocytes T autoréactifs. Les pDC sont plus importantes
quantitativement dans le thymus que les DC myéloides matures ou immatures
(correspondant aux cellules dendritiques interstitielles) (Lanzavecchia and Sallusto,
2001; Res et al., 1996; Res et al., 1999; Bendriss-Vermare et al., 2001).

Les pDC sont aussi retrouvées dans certains contextes pathologiques : ganglions
réactionnels ou pathologiques (Banchereau et al., 2000b; Facchetti et al., 1991;
Facchetti et al., 1988b; Facchetti et al., 1989a; Facchetti et al., 1989b), et dans d’autres
sites : la peau infiltrée (Facchetti et al., 1990), les dermatites atopiques (Bangert et al.,
2003), la peau des sujets atteints de lupus (Ronnblom and Alm, 2001; Bave et al.,
2003), les muqueuses de patients allergiques (Jahnsen et al., 2002; de Heer et al.,
2004)et dans différentes tumeurs (Hartmann et al., 2003; Zou et al., 2001).

IV.2 Identification des cellules dendritiques plasmacytoides

IV.2.1 Morphologie des cellules dendritiques plasmacytoides

Chez I’homme, les pDC possédent une morphologie particuliére avec un
cytoplasme relativement abondant et basophile, un noyau excentré, ce qui les fait

ressembler a des plasmocytes, d’ou leur dénomination initiale de cellules T
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plasmacytoides ou monocytes plasmacytoides puis de DC plasmacytoides (pDC). Elles
ont une taille de 8 a 10um. Sur le plan ultra structural, elles présentent un réticulum
endoplasmique abondant et un appareil de Golgi trés développé, suggérant une cellule
différenci¢e possédant une forte capacité sécrétoire (Grouard et al., 1997).

IV.2.2 Marqueurs phénotypiques des cellules dendritiques plasmacytoides

Chez I’homme, les pDC n’expriment pas les marqueurs spécifiques de lignée B,
NK, T, monocytaire, myéloide ou exprimés par les cellules de Langerhans (CD1a’)
(Blom et al., 2000; Chaperot et al., 2001; Grouard et al., 1997; Comeau et al., 2002).
Elles n’expriment pas non plus les marqueurs de progéniteurs CD34 (Grouard et al.,
1997). Contrairement aux DC my¢éloides, elles n’expriment pas (chez I’homme) le
CDlIc, ni le récepteur au mannose et n’expriment que faiblement le récepteur au GM-
CSF (CD116) (Grouard et al., 1997; Olweus et al., 1997). Par contre, elles sont
caractérisées par I’expression des marqueurs suivants : CD4" CD45RA"™ HLA-DR'.
L’absence de marqueurs phénotypiques spécifiques a cette cellule a été un frein a sa
caractérisation. La mise en évidence de la forte expression du récepteur a I'IL-3 :
CD123"™™ a permis ensuite de les identifier plus facilement en cytométrie en flux.

Les pDC expriment tout de méme certains marqueurs communs avec la lignée
monocytaire, comme le CD68 (microsialine) (Strobl et al., 1998) et le CD36 (récepteur
a la thrombospondine) (Cella et al., 2000; Comeau et al., 2002).

Les ILT (immunoglobulin like transcripts/ LIR : leucocyte immunoglobulin like
receptors) représentent une nouvelle famille de récepteurs inhibiteurs ou activateurs de
la superfamille des immunoglobulines, impliqués dans les mécanismes de surveillance
immune. Les récepteurs ILT sont classés en trois groupes : (1) des récepteurs inhibiteurs
possédant des motifs ITIM (Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory  motif)
intracytoplasmiques et traduisant un signal inhibiteur comme ILT2, ILT3, ILT4, ILTS,
LIRS, (2) des récepteurs activateurs possédant des motifs ITAM intracytoplasmiques
(Immunoreceptor tyrosin-based activated motif), comme IL-T1, ILT7, ILTS8, LIR6 et (3)
une molécule soluble ILT6 qui ne possede pas de région transmembranaire (Colonna et
al., 2000). Certains de ces récepteurs ILT sont exprimés de fagon différentielle par les
DC. Ainsi, les pDC ont un phénotype ILT3" ILT1 alors que les DC myéloides
expriment ILT1" ILT3" (Banchereau et al., 2000b; Cella et al., 1999; Cella et al., 1996).
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En 2000, Dzionek et al ont caractéris¢é 2 marqueurs, BDCA-2 et BDCA-4,
exprimés spécifiquement sur les pDC circulantes, améliorant et simplifiant leur
identification directe en cytométrie en flux (Dzionek et al., 2000; Dzionek et al., 2001).

BDCA-2 est une lectine C de type II exprimée par les pDC et qui jouerait un
role dans I’internalisation des antigénes. Dans le sang, toutes les cellules BDCA-2"
possédent le phénotype de pDC tel qu’il a été décrit (CD4" CD45RA" HLA-DR"
CD11C Lineage” CD123" ™). Dans la moelle osseuse de sujets normaux, on retrouve
cette population et, en plus, il est intéressant de noter qu’une petite proportion de
cellules expriment BDCA-2 et CD45RA plus faiblement et expriment CD34 (Dzionek
et al., 2002). A noter que BDCA-2 est rapidement perdu sur les pDC matures en culture
et que donc il ne peut étre utilisé pour identifier les pDC matures in vivo (Dzionek et al.,
2002; Dzionek et al., 2001).

BDCA-4 ou Neuropilin-1(NP-1) est un récepteur multifonctionnel neuronal qui
appartient a la classe des sémaphorines 3. Il est exprimé sur les cellules endothéliales et
tumorales comme récepteur pour différents membres de facteurs de croissance de la
famille VEGF (Vascular endothelial growth factor) et joue un rdle dans 1’angiogénese.
De plus, il a été montré qu’il était impliqué dans la synapse DC/ lymphocytes T durant
la réponse primaire par interaction homophilique (Tordjman et al., 2002). BDCA-4 est
spécifiquement exprimé sur les pDC dans la moelle osseuse et le sang et sur les
précurseurs de pDC (CD34 "™ BDC2™P' CD45RA™ ™' dans la moelle osseuse.
Dans les ganglions, il peut étre exprimé sur des fractions lymphocytaires T CD4"
(Dzionek et al., 2002). En culture, ’expression de BDCA-4 n’est pas perdue comme
BDCA-2.

Deux autres marqueurs identifiés par Dzionek et al permettent de différencier les
pDC des DC myéloides circulantes : contrairement aux DC myéloides, les pDC
n’expriment pas BDCA1 (CDIc) et BDCA3 (Dzionek et al., 2000). Les pDC expriment
aussi des molécules d’adhérence comme : CD11a", CD18", CD44", CD49¢", CD31"
(PECAM-1) et CD54" (Grouard et al., 1997). Elles n’expriment pas ou peu a 1’état basal
les molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86 (Grouard et al., 1997).

Les précurseurs, équivalents des pDC chez I’homme, ont été identifiés chez la
souris, dans les organes lymphoides (Asselin-Paturel et al., 2001). Comme les pDC
humaines, les pDC murines n’expriment pas de marqueurs T, B ni le CD11b. Les pDC
murines expriment, contrairement aux pDC humaines, le CD11c mais plus faiblement

que les DC conventionnels. Ce marqueur my¢loide est faiblement exprimé par les pDC
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extraites des organes lymphoides et fortement exprimé par les pDC générées in vitro
(Gilliet et al., 2002). Les pDC murines présentent un phénotype CD11C, CD4 ", IL-3R",
B220".

Chez le rat, notre équipe a identifié une nouvelle population de leucocytes CMH
de classe II' CD4" CD3” CD11b parmi les splénocytes qui produit de grandes quantités
d’IFN de type I aprés une stimulation virale et qui est homologue aux pDC
précédemment décrites chez I’homme et chez la souris. Ces cellules ont le phénotype
suivant : CD5", CD90", CD45R", CD45RC’", CD11¢, CD16la’, CD200", CD172a’,
CD32", CD86". Les pDC de rat n’expriment pas le marqueur spécifique des DC 0X62
(CD103) et sont plus abondantes dans la rate que les populations de DC CD4" et CD4
classiques que nous avons déja décrites et qui sont de tres faibles productrices d’IFN de

type I (Hubert et al., 2004).

IV.2.3 Origine des cellules dendritiques plasmacytoides

Différentes études ont montré que les pDC peuvent étre dérivées d’un
progéniteur pluripotent lymphoide (moelle osseuse et thymus) capables de générer
toutes les cellules lymphoides (lymphocytes B, T et NK) et les pDC mais pas les autres
cellules hématopoiétiques (Banchereau et al., 2000a; Ardavin et al., 1993; Res et al.,
1996; Galy et al., 1995; Bendriss-Vermare et al., 2001; Liu et al., 2001; Marquez et al.,
1998; Bjorck and Kincade, 1998). Ce progéniteur médullaire lymphoide commun (aux
lignées lymphoide et pDC) exprime CD45RA et le CDIO (Galy et al., 2000).
Concernant la différenciation des pDC, le progéniteur passerait par un stade précoce,
puis tardif et passe finalement au stade pro-DC2 (ou pro-pDC), correspondant au
précurseur immédiat des Pré-pDC (Pré-DC2). A ce stade, les cellules possedent déja
une morphologie plasmacytoide et sont identifiées dans le sang placentaire, le foie et la

moelle osseuse feetale et en tres faible quantité dans le sang (Blom et al., 2000).
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Progeniteur Progéniteur
Précoce Tardif Pro-DC2 Pre-DC2
CD34 - " - -
CDA5RA _ , — —
CD4 + + " ++
cb123 A N " —
Capacite
e +44 .
de production d'IFN-a
Capacite
4 . .
Proliférative

Tableau 03 : Schéma représentant le développement des Pré-pDC a partir d’un

progéniteur précoce CD34" (d’aprés Blom et al., 2000).

IV.2.4 Génération des cellules dendritiques plasmacytoides in vitro

Le FLT-3 ligand est un facteur indispensable dans la différenciation des pDC a
partir des progéniteurs CD34" chez la souris et I’homme. En effet, la culture de
progéniteurs hématopoiétiques CD34 " d’origine médullaire, sanguine ou isolés de foie
feetal en présence de FLT3-ligand permet d’obtenir des pDC en 2 a 3 semaines (Blom et
al., 2000). Le FLT-3 ligand est aussi impliqué dans le développement et I’expansion de
la voie dendritique en général (DC myéloides et pDC) lors de I’hématopoiese (Gilliet et
al., 2002).

L’IL-3 est une cytokine indispensable a la survie des pDC et a leur maturation en
culture chez ’homme (Grouard et al., 1997). La présence de virus permet aussi leur
maintien en culture. Sans ces facteurs, elles meurent rapidement par apoptose.
Drailleurs, les pDC expriment fortement le récepteur a I’'IL-3 (CD 123) chez I’homme.

La maturation des pDC in vitro nécessite la présence de CD40L, de ligands TLR
7 ou 9, de virus. Les pDC matures acqui€rent une autre morphologie (développement de
longs dendrites) avec une augmentation d’expression des molécules de costimulation

CD80, CD40, CD86 et HLA-DR (ou class II), ainsi que I’acquisition de CD83 et DC-

51



LAMP (DC-lysosome-associated membrane protein) et 1’induction de la molécule

d’adhérence CD54 (Grouard et al., 1997).

Iv.2.5 Caractéristiques fonctionnelles des cellules dendritiques
plasmacytoides

Les pDC posseédent une grande plasticité dans leurs fonctions. Elles interviennent
dans les mécanismes de tolérance aux autoantigénes au niveau du thymus et en
périphérie, contribuent aux défenses innées antivirales et antibactériennes et comme de
véritables APC, elles acquiérent les capacités d’induire une réponse immune adaptative.
I1 est intéressant de noter qu’elles seraient impliquées dans la pathogénése de certaines
maladies comme le lupus et qu’elles sont sélectivement recrutées par certains types de
tumeurs.

Les fonctions cellulaires des pDC sont différentes en fonction du stade de
maturation. Les pDC dérivent d’un progéniteur hématopoiétique (lymphoide ?) qui va
donner naissance aux pré-pDC circulantes (la cellule sécrétrice d’IFN-a) qui vont
ensuite évoluer en pDC matures sous 1’influence d’IL-3, de CD40L, de virus ou d’ADN
bactériens comportant des motifs CpG non méthylés (Jarrossay et al., 2001; Krug et al.,
2001b). I est vraisemblable que la dichotomie pDCimmature/pDC mature ne soit pas
aussi clairement tranchée pour les pDC que pour les mDC et que in vivo, le stade pDC
immature décrit initialement dans la littérature correspond en faitau stade pré-pDC (le
terme immature correspond dans ce cas au stade fonctionnel de ces cellules qui
possedent un phénotype immature).

Comme nous I’avons décrit précédemment, le précurseur circulant des pDC (pré-
pDC) produit de grandes quantités d’IFN-a en réponse a une stimulation virale et est
identifié chez I’homme comme la cellule principale sécrétrices d’IFN-o¢ en réponse a
un virus (réponse innée) (Banchereau et al., 2000a). Sur la base des premieres études de
| alittérature, au stade immature (pré-pDC), a la différence des DC my¢loides, les pDC
posséderaient de faibles capacités d’endocytose, de phagocytose ou de
macropinocytose. Toutefois, Fontenneau et al ont montré qu’elles étaient aussi efficaces
que les mDCin vitro pour capter, présenter des antigénes viraux et induire la
prolifération et la différenciation de lymphocytes T CD4" Thl et ainsi induire une

réponse antivirale adaptative (Fonteneau et al., 2003). In vitro, comme les DC
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my¢loides, en I’absence de stimulation préalable, les DC plasmacytoides ont de faibles
capacités allo-stimulatrices, alors qu’aprés maturation induite par 1’IL-3/CD40L ou par
un agent viral/bactérien, elles iduisent la prolifération de lymphocytes T naifs.

Suite a une stimulation virale, bactérienne ou a une interaction avec CD40L, les

pDC circulantes acquiérent les caractéristiques de pDC matures. En plus de 1’apparition
des dendrites et de I’expression des molécules classe II (HLA) et des molécules de
costimulation, la maturation des pDC se caractérise aussi par I’induction de CCR7 et in
vivo, de la migration des pDC au niveau des organes lymphoides secondaires. Dans les
ganglions, elles se localisent dans laes zones T paracorticales et jouent un role de
véritables APC en stimulant les lymphocytes T. Ceux-ci expriment alors CD40L, ce qui
compléte la maturation des pDC et augmente leur capacité stimulatrice des lymphocytes
T.
En fonction de leur mode d’activation, les pDC peuvent induire une polarisation des
lymphocytes T vers la production de cytokines de type 1 (aprés stimulation virale)
(Cella et al., 2000) ou de type 2 (aprés maturation par CD40 L) (Rissoan et al., 1999).
Cette capacité d’induire un profil type 1 ou 2 serait fonction de I’environnement dans le
quel se trouvent les pDC. Chez le rat, les pDC matures induisent essentiellement une
réponse de type Thl (Hubert et al., 2004). Néanmoins, en fonction du stimulus initial, il
a été montré que les pDC sont capables de générer des réponses Thl, Th2 et des cellules
T régulatrices (Shortman and Liu, 2002). Les fonctions stimulatrices des pDC ne se
limitent pas aux cellules T puisque, elles interagissent avec les cellules NK, et a travers
leur production de cytokines en particulier I’'I[FN-a et I’IL-6, ces cellules permettent
I’activation des cellules B (Jego et al., 2003) et la différenciation rapide de monocytes
en DC (Santini et al., 2000). Les pDC jouent un rdle dans la différenciation des
lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d’immunoglobulines (Jego et al., 2003).
Banchereau et al ont montré d’ailleurs un mécanisme en deux temps. L’IFN-o/3 sécrété
par les pré-pDC activées par un virus induit d’abord la différenciation des lymphocytes
B vers des plasmoblastes non sécréteurs d’immunoglobuline, puis 1’'IL-6 sécrétée par les
pDC les différencie en plasmocytes sécréteurs d’Ig.

Les pDC a différents stades de maturation activent les effecteurs de I’immunité
innée comme les lymphocytes NK et NKT. Ainsi ’IFN-a sécrété par les pré-DC active
les NK et donc augmente leur activité antivirale et antitumorale, alors que les pDC

matures polarisent les lymphocytes NKT vers la production d’1L-4.
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IV.2.6 Orientation de la réponse immune

Il a d’abord été montré dans la littérature que les pDC produisent peu d’IL-12
aprés maturation (Banchereau et al., 2000a; Banchereau et al., 2000b), et induisent
plutdt la production de cytokine de type 2, comme 1I’'IL-4 et I’IL-5 par les lymphocytes
T. Depuis cette description, la compréhension de 1’orientation de la réponse immune par
les pDC a évolué. En fait, I’orientation de la réponse immune par les pDC est complexe
et la polarisation des lymphocytes T induite par les pDC dépend de leur stade de
maturation et différenciation et de la nature du signal qui les stimule. En effet, les pré-
pDC stimulées par un virus, secreétent de grandes quantités d’IFN-a, puis deviennent
matures et induisent la production d’IFN-y par les lymphocytes T. Lors d’une
stimulation, in vitro, par CD40L, les pDC orientent les T vers la sécrétion de cytokines
de type 2 (IL-4, IL-5). Cette description concerne que les réponses de type Thl et Th2
et ne concerne pas les réponses de type Th3 (avec la production de TGF-f) ou de type
Trl (avec la production d’IL-10) qui peuvent étre induites par les pDC (Cella et al.,
2000; Dzionek et al., 2002). Par contre, Kadowaki et al ont démontré, que les pré-pDC
stimulées par un virus, induisent les T naifs a produire de I’IFN-y et de L’IL-10, réponse
différente de la voie classique Thl ou Th2. Ce type de réponse a été mis en évidence
dans les réponses aux pathogenes intracellulaires (virus, certaines bactéries, parasites) et
il a été suggéré que I’IL-10 protege 1’hote d’une réponse immune cellulaire excessive
(Kadowaki et al., 2000).

Le role de la production d’IL-10 par une sous-population particuliere de DC
murines (Wakkach et al., 2003) a ¢té bien montré par Groux comme capital pour
I’induction de lymphocytes Trl. Ceci nous mene a 1’idée que les pDC sont capables de
générer des populations de lymphocytes régulant la réponse immunitaire. On verra ¢a
plus loin dans le chapitre V.

Différentes données générées in vitro (Figure 7) (Cella et al., 2000; Dzionek et al.,
2002; Krug et al., 2001b; Rissoan et al., 1999; Kadowaki et al., 2000) montrent la
plasticité fonctionnelle des pDC.
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Figure 7 : Les différentes réponses TCD4 et CD8 obtenues in vitro en présence de
pDC stimulées dans différentes conditions.

A : Les pré-pDC exprimant peu les molécules de costimulation sont capables d’anergiser directement des
lymphocytes TCD4 spécifiques (Kuwana et al., 2001). B : Les pDC matures cultivées 6 jours en IL-
3/CD40L induisent une polarisation Th2 (Rissoan et al., 1999). C : Les pDC cultivées 2 jours en IL-3
induisent une réponse combinée Th1/Th2 (IL-4" IL-10" IFNy") (Cella et al., 2000) (Dzionek et al., 2002).
D : Les pDC pré-incubées 2 jours en IL-3, puis stimulées par CD40L ou un virus induisent un profil Th1
IL-12 dépendant dans le premier cas et un profil Th1 IFN-a dans le deuxiéme (Cella et al., 2000). E : Les
pDC cultivées 3 jours en présence de virus Herpes simplex induisent une polarisation Thl IFN-a
dépendante (IFN-y") et de ’IL-10 (Kadowaki et al., 2000). F : Les pDC pré-incubées par I’IL-3, puis
stimulées 6 heures par CpG-ODN et CD40L, induisent une polarisation Th1 IL-12 dépendante (Krug et
al., 2001b). G : Les pDC matures via CpG A, B ou C induisent la génération des lymphocytes T CD4
régulateurs FoxP3" IL- 10° TGF$* IFN-y" ayant des propriétés suppressives (Moseman et al., 2004).
H : Les pDC matures via IL-3 et CD40L sont capables d’induire des lymphocytes TCDS régulateurs IL-
10+ IFN-y"™P anergiques a faible pouvoir cytolytique (Gilliet and Liu, 2002a). I : Les pDC matures via
un virus sont capables d’induire des TCD4 spécifiques produisant des cytokines Thl et des TCD8

spécifiques cytotoxiques de la méme maniére que des DC myéloides matures (Fonteneau et al., 2003).
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IV.2.7 Cellules dendritiques plasmacytoides et IFN type I

Chez I’homme, la famille des IFN type I comporte 15 isotypes (13 isotypes [FN-
a, 1 IFN-B et 1 IFN-w). L’IFN-a, (produit par les leucocytes) et PIFN-B (produit par les
fibroblastes) sont les 2 types d’IFN type I majeurs possédant une activité antivirale. Ils
induisent I’augmentation de 1’expression des molécules HLA de classe 1 sur tous les
types cellulaires et activent les macrophages et cellules NK. Ils ont aussi un réle dans
I’activation et la survie des lymphocytes TCD4" et CD8" (Siegal et al., 1999), dans la
différenciation B et la sécrétion d’immunoglobulines.

Siegal et al et Cella et al ont montré que les leucocytes spécialisés dans la
sécrétion d’IFNa/B (IPC) correspondent aux pré-pDC circulantes (Siegal et al., 1999).
La production rapide d’IFN-o/p par les IPC, en I’absence d’autres cellules, suggere bien
que ces cellules sont des effecteurs de I’immunité innée et réagissent grace a la
stimulation directe de récepteurs aux virus. La capacité des virus irradiés par les UV a
induire aussi la production d’IFN-a montre que I’infection virale n’est pas nécessaire
pour entrainer la production d’IFN-a mais qu’elle est liée a 1’interaction avec le virus ou
certains de ces composants (Siegal et al., 1999 ; Yonezawa et al., 2003).

La production d’IFN-0/f et de TNF-a par les pré-pDC activées par un virus agissent
respectivement comme facteur de survie autocrine et facteur de différenciation des pré-
pDC en pDC matures qui seront capables d’induire une réponse immune adaptative
(Kadowaki et al., 2000).

Une stimulation virale des pDC peut aussi, en plus de la production IFN type I,
entrainer la production d’autres cytokines, mais les mécanismes d’induction de la
sécrétion de ces facteurs restent inconnues. La production d’IFN de type I est, dans les
pDC, dépendante de plusieurs mécanismes moléculaires et du TLR engagé. Ainsi, en
réponse aux TLR3 et TLR4 dans les DC conventionnelles, la production d’IFN est
dépendante du facteur IRF-3 (Interferon IFN regulatory factor) tandis qu’en réponse aux
TLR7 et TLRY dans les pDC c’est le facteur IRF-7 (IFN regulatory factor 7) qui est
activé (Honda et al., 2005; Baccala et al., 2007).
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IV.2.8 Cellules dendritiques plasmacytoides et Toll like receptor

Les pDC expriment un répertoire limit¢ de Toll-like receptors (TLR) avec une
expression spécifique et forte des TLR 7 et TLR 9 ce qui leur confére une réponse

spécifique a certains déterminants pathogéniques (Kadowaki et al., 2001).

IV.28.1 TLR9

Comme on I’a déja mentionné dans le chapitre 11.2.1, le TLR 9 reconnait les
motifs CpG de ’ADN bactérien et engendre également une stimulation de la réponse
immune (Medzhitov, 2001). Des oligodésoxynucléotides synthétiques qui contiennent
des motifs déoxycytidyl-déoxyguanosine non méthylés sont utilisés (CpG-ODN) pour
miner D’effet de ’ADN bactérien (Bauer et al., 2001). Les pDC ont été identifiées
comme la cible principale des CpG-ODN (Hornung et al., 2002) et, basés sur leur
activité distincte sur les pDC, 3 types de CpG-ODN ont été identifiées : (1) les CpG
type A (prototype ODN 2216) qui induit une forte sécrétion d’IFN-a et peu d’IL-12 par
les pDC (2) les CpG type B (prototype ODN 2006) qui est un faible inducteur d’IFN-a.
mais qui favorise la survie, la maturation des pDC et la sécrétion d’IL-8 (Kerkmann et
al., 2003), il induit aussi une importante production de cytokines inflammatoires comme
I’'IL-12 et le TNF-a (Krug et al., 2001b; Verthelyi et al., 2001). (3) un troisiéme groupe
de CpG ODN de type C a été identifié, il combine les effets des deux premiers groupes
(Vollmer et al., 2004). La spécificité¢ de ces 3 ligands a été confirmée chez des souris
déficientes en TLR 9 : toutes les réponses des pDC aux CpG A et B sont abolies, alors
qu’elles ne le sont pas pour les autres ligands de TLR (Hochrein et al., 2002).

Certains virus comme le virus Herpes simplex contiennent aussi des motifs CpG
capables de stimuler les pDC a produire de I'I[FN-a via le TLR 9 (Lund et al., 2003).
Les lymphocytes B expriment aussi le TLR 9 et réagissent aux CpG-ODN type B
(Hornung et al., 2002; Baccala et al., 2007). Il semblerait que I’activation des
monocytes, des lymphocytes NK et des lymphocytes Ty et des lymphocytes TCDS"
par les CpG-ODN se ferait par ’intermédiaire des cytokines libérées par les pDC, et
non par une interaction directe avec le récepteur TLR 9 qui n’est pas ou faiblement
exprimé sue ces cellules (Kerkmann et al., 2003) (Figure 8).

La reconnaissance d’ADN bactériens par le TLR 9 des pDC induit leur
maturation (augmentation d’expression de CD40, CD80, CD86, CDS83, et de CCR7),
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ainsi que la production d’IFN-a, de TNF-a, d’IL-6 et de chimiokines inflammatoires. La
stimulation combinée des pDC par CD40L et TLR 9 sont synergiques pour la
production d’IFN-a et d’IL-12p70 par les pDC et nécessaire pour induire la production
de lymphocytes T sécrétant des cytokines de type 1 (Krug et al., 2001b). Ainsi les
motifs CpG sont de puissant adjuvants de la polarisation de type 1 (IFN-o, I[FN-y et IL-
12) utilisés souvent comme adjuvants en vaccination anti-infectieuse ou anti-tumorale

(De Wit et al., 2004).
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Figure 8 : Role des CpG dans la réponse immune (D’apres (Rothenfusser et al.,

2004)

Les pDC et les lymphocytes B sont directement activés par les CpG-ODN. La stimulation des autres
cellules comme les monocytes, mDC, lymphocytes T et NK est médiée par les CK sécrétées par les pDC.
CPG-A ODN 2216 induit une forte sécrétion d’IFN-a par les pDC. L’IFN-a stimule les lymphocytes NK
et les Tyd a produire de I’IFN-y. L’IFN-a secrété par les pDC et I'IFN-y agissent ensemble pour stimuler
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les monocytes et les mDC. De plus, I'IFN-a augmente la cytotoxicité des CTL. CpG-B ODN 2006 agit
en synergie avec CD40L pour stimuler la production d’IL-12 par les pDC permettant ainsi I’activation des
lymphocytes TCD4" naifs vers la production de cytokines de typel. Ces lymphocytes TCD4" Thl en
combinaison avec ’activation directe des lymphocytes B par les CpG B entrainent une forte stimulation

de ’immunité humorale.

IvV.28.2 TLR7

I1 a été montré que les pDC sont capables de reconnaitre les virus ARN simple
brin (ssARN) par le TLR 7 exprimé par les pDC et les lymphocytes B (Lund et al.,
2004) et que cela entraine leur activation. Les sSARN localisés dans le compartiment
endosomal représentent dans ce cas la signature moléculaire de I’infection virale qui

activera la pDC par I’intermédiaire de TLR 7 (Lund et al., 2004; Baccala et al., 2007).

V. La tolérance

A 1’état physiologique, la tolérance au soi est une caractéristique fondamentale
du systéme immunitaire essentielle pour le maintien de ’homéostasie et la prévention
des maladies auto-immunes. Pour induire la tolérance, le systéme immunitaire utilise
différents mécanismes, tant au niveau du thymus (tolérance centrale) qu’au niveau

périphérique (tolérance périphérique).

V.1 La tolérance centrale

Physiologiquement, 1’organisme met en place des mécanismes de tolérance au soi
(auto -antigene) évitant ainsi le développement d’une réponse immune contre ses
propres constituants. La tolérance centrale, au niveau du thymus, par sélection négative
entraine par apoptose la mort de 90 a 99% des thymocytes autoréactifs produits.
L’importance physiologique de la tolérance néo-natale centrale a été¢ mise en évidence
par Sakaguchi, montrant q’'une thymectomie, 3 jours apres la naissance, induisait un
large spectre de maladies autoimmunes (Sakaguchi et al., 2001). Les clones autoréactifs
possédant un récepteur T (TCR) pour I’antigéne, de forte affinité pour les auto-
antigénes présentés par les molécules du CMH des cellules dendritiques thymiques sont
éliminés. Le phénomeéne de tolérance réside donc surtout dans des mécanismes
délétionnels des lymphocytes néo-formés autoréactifs, lors du processus de sélection

négative, mais il implique également la formation de lymphocytes T régulateurs,
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puisque I’injection intrathymique d’antigéne du soi et du non soi induit la formation de
thymocytes régulateurs induisant la tolérance (Durkin and Waksman, 2001). Cependant,
les mécanismes centraux (Thymiques) ne peuvent expliquer totalement la tolérance au
soi et d’autres mécanismes périphériques sont mis en place par 1’organisme pour parer a

une tolérance centrale déficiente.

V.2 La tolérance périphérique

Les mécanismes de tolérance périphériques permettent d’éliminer hors du
thymus les éventuels clones auto-réactifs ayant échappé a la délétion intra-thymique (
sélection négative) ou les clones dirigés contre des auto-antigénes absents dans le
thymus. Cinqg mécanismes majeurs non exclusifs entre eux ont été proposés pour
expliquer I’induction ou le maintien de la tolérance des lymphocytes T : I’ignorance
immunologique, la délétion clonale, 1’anergie clonale, la déviation immune et la
suppression active (Kamradt and Mitchison, 2001; van Parijs et al., 1998; Brennan et
al., 2003; Macian et al., 2004 ; Ochsenbein, 2005; Taams and Akbar, 2005; Wells et al.,
2001; Wing et al., 2005).

V.2.1 L’anergie

Il s’agit d’un état de non réponse stable et spécifique des lymphocytes T a un
antigéne, les cellules ne proliférent pas méme si elles sont stimulées dan des conditions
optimum. L’induction de 1’anergie est souvent associée a une interaction des
lymphocytes avec des DC immatures (Macian et al., 2004). L’anergie des lymphocytes
T est induite par les CPA, généralement apres une stimulation antigénique incompléte,
par exemple en 1’absence du signal de costimulation. L’anergie clonale peut étre définie
comme une « paralysie fonctionnelle » des lymphocytes T, caractérisée par une
incapacité de production de cytokine (IL-2) et une incapacité a répondre a une nouvelle
stimulation antigénique (Falb et al., 1996). Les lymphocytes T anergiques sont
cependant toujours capables de répondre aux cytokines produites par d’autres cellules. Il
s’agit donc d’un état réversible et la tolérance, liée a un état d’anergie, peut Etre

seulement temporaire.

V.2.2 Délétion clonale
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En périphérie, la survie des cellules T naives dépend de I’activité de molécules
anti-apoptotiques, telles que Bcl-2 et Bel-xL. Son expression est induite par des voies de
signalisation situées en aval du récepteur a I’IL-7. Lors d’une interaction entre TCR et
son ligand, I’expression de la chaine o de ce récepteur est fortement déprimée, ce qui
conduit a une perte d’expression des molécules anti-apoptotiques (Schluns et al., 2000).
L’hypothése proposée par Redmond, soutient que dans le cas d’une interaction de faible
affinité, les signaux intégrés par la cellule sont de trop faible intensité pour activer le
programme génétique aboutissant a 1’anergie. Par contre, le flux calcique libéré est
suffisant pour induire I’expression de protéines pro-apoptotiques (telles que Bim) qui
meneront a la déletion clonale des cellules T autoréactives. Le blocage des voies de
costimulation, stratégie souvent utilisée pour induire une tolérance (Sayegh and Turka,
1998), entraine une mort passive puisque I’expression de Bcl-xL et d’IL-2 diminue. La
mort « active » intervient lorsqu’ily a stimulation répétée du TCR du LT et fait
intervenir les voies FAS/FASL et du TNF récepteur (van Parijs et al., 1998). Ce
phénomene est dépendant de la production d’IL-2 mais indépendant de 1’expression de
Bcl-2 et Bel-xL.

Ainsi, une activation incompléte des lymphocytes T par manque de signaux de
costimulation peut entrainer une délétion de ces lymphocytes (Ferber et al., 1994).
Plusieurs études ont également établi ’importance de la dose de I’antigéne dans
I’induction d’une délétion ou d’une anergie (Faria and Weiner, 2005 ; Redmond et al.,

2005), mais les résultats restent encore contradictoires.

V.2.3 Ignorance immune

Le terme d’ignorance immunologique définit les cellules T potentiellement
réactives, qui ne répondent pas a une stimulation antigénique. Ces cellules ne sont pas
inactivées, ce qui les différencient des cellules anergiques, mais elles ignorent 1’antigéne
(Miller et al., 1990). L’ignorance peut résulter de la séquestration de 1’antigéne dans des
sites dits « privilégiés », non accessibles aux cellules T réactives, ou d’une absence de
présentation par les cellules présentatrices d’antigene, qui les rend invisibles aux
cellules T (Kurts et al., 1999).

Enfin, I’ignorance immunologique peut se mettre en place lorsque le niveau d’antigéne
est en dessous du seuil requis pour induire 1’activation ou la délétion des cellules T

(Ochsenbein, 2005).
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V.2.4 La déviation immune

La déviation immune correspond a I’orientation de la réponse immune vers un
profil de sécrétion de cytokines de type 2 (IL-4, IL-5), mais aussi vers le profil dit Th3
(TGF-B) ou Trl (IL-10). Ces 2 derniers profils de sécrétion cytokinique peuvent
intervenir dans les mécanismes de suppression qui seront abordés plus loin (voir
chapitre V.3.2). La déviation immune est liée au développement préférentiel de
lymphocytes TCD4" Th2 sans développement de lymphocytes Thl. En effet, différents
modeles de tolérance induite suggerent une déviation de la réponse immunitaire Thl
vers une réponse de type Th2 qui se traduit par une diminution des cytokines de type
Thl et au maintien et/ou augmentation des cytokines de types Th2 (Crane and Forrester,
2005). Différents facteurs interviennent dans la détermination de la réponse immune
vars un profil type Thl ou type Th2 comme la dose et le type d’antigéne, le type de
CMH, des facteurs génétiques, le contexte cytokinique et le type de CPA présentant
I’antigene au lymphocyte T. Il est classiquement admis que la quantité d’IL-12 sécrétée
par la DC joue un role fondamental dans 1’orientation du lymphocyte vers la réponse de
type Thl (si une forte dose d’IL-12 est sécrétée par I’APC) alors que la production d’IL-
4 ou d’une faible quantit¢é d’IL-12 oriente vers un profil de type Th2 (Rissoan et al.,
1999). La capacité des DC a produire des quantités suffisantes d’IL-12, directement en
réponse aux pathogenes ou, secondairement, lors de son interaction avec le lymphocyte
T a qui elle présente I’antigéne, contribue a I’initiation et au développement de la
réponse type Thl (Cella et al., 1996). Toutefois, ces données ont été controversées par
MacDonald et al (MacDonald and Pearce, 2002) qui montrent que la production d’IL-4
par les DC n’est pas nécessaire pour 1’induction d’une réponse type Th2 et que de fagon
surprenante, la production d’IL-12 par la DC n’est pas absolument nécessaire a la

réponse type Th1, mais accroit simplement le développement de cellules type Thl.

V.2.5 La suppression active

La délétion clonale et I’anergie que nous venons de décrire sont impliquées dans
les mécanismes de la tolérance dits « passifs ». Une autre forme de tolérance
dite « active » a été attribuée a une population de lymphocytes T suppresseurs.

Le concept de lymphocytes T suppresseurs ou régulateurs est apparu dans les

années 1970 et était envisagé comme un contingent de lymphocytes T responsables du
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controle et de I’achévement de la réponse immune. Puis, I’intérét des immunologistes
s’est détourné de ces cellules, faute de marqueurs spécifiques pour les identifier. Ce
n’est que dans les années 1990 que les travaux sur les mécanismes de tolérance centrale
et périphérique et leur implication en tolérance allogénique ont généré un regain

d’intérét pour ces cellules.

V.3 Les cellules régulatrices

Au cours de ces derniéres années, les cellules régulatrices ont fait 1’objet d’un
nombre exponentiel de publications reflétant I’enthousiasme suscité. La raison de cet
engouement est double ; d’une part il témoigne d’une avancée trés importante dans la
compréhension du contréle de la réponse immunitaire adaptative, d’autre part 1’espoir
d’une manipulation sélective de cette sous-population lymphocytaire ouvre des
perspectives fascinantes en thérapeutique humaine. Leur rdle physiologique et leur
implication en pathologie sont multiples. Elles ont d’abord été impliquées dans le
contrdle des lymphocytes réactifs aux antigenes du soi (Sakaguchi, 2005; Sakaguchi et
al., 1995). Leur potentiel a aussi ét¢ montré dans les maladies auto-immunes (Chatila,
2005) (Baecher-Allan and Hafler, 2006), en tranplantation (Waldmann et al., 2006) ou
encore dans la maladie du greffon contre I’hote (Chatenoud et al., 2001). Plusieurs types
de cellules régulatrices ont été décrites (Beissert et al., 2006) et sont résumées dans le
tableau 2. Les cellules TCD4" CD25" sont les cellules régulatrices les plus étudiées. On
distingue les lymphocytes T CD4+ CD25+ naturelles (Dieckmann et al., 2001; Toda
and Piccirillo, 2006) et induites : Trl (Groux et al., 1997; Roncarolo et al., 2006) et Th3
(Weiner, 2001a ; Weiner, 2001b), Th17 induite par TGF- (Mucida et al., 2007).

V.3.1 Les cellules T régulatrices naturelles
V.3.1.1 Les cellules CD4" CD25"

V.3.1.1.1 Origine et caractéristiques phénotypiques
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Les cellules T régulatrices naturelles CD4" CD25", ou innées sont présentes de
facon naturelle chez les individus sains, et exercent une activité non spécifique
d’antigéne mais leur stimulation est spécifique d’antigéne. La capacité suppressive des
cellules TCD4" CD25" a été mis en évidence par Sakaguchi et ses collaborateurs, qui
ont montré que le transfert de cellules TCD4" CD25™ a des souris dépourvues de cellules
T (souris nude) induisait le développement de nombreuses maladies auto-immunes,
alors que le co-transfert avec les TCD4" CD25" en empécherait le développement
(Sakaguchi, 2005; Sakaguchi et al., 1995) . Depuis ces travaux, ces cellules ont suscité
un grand intérét et font 1’objet d’études trés poussées pour comprendre leur genese,
fonctions et mécanismes d’action (Toda and Piccirillo, 2006).

On a découvert des cellules homologues chez ’homme (Dieckmann et al., 2001;
Jonuleit et al., 2001) comme chez le rat (Fowell and Mason, 1993 ;Ghiringhelli et al.,
2004; Stephens and Mason, 2000) .

Ces cellules suppressives professionnelles dérivées du thymus inhibent
I’activation, la prolifération et la réponse effectrices des clones T auto-réactifs en
périphérie (Taylor et al., 2002). Les Lymphocytes TCD4"™ CD25" (Treg) sont générés in
vivo dans le thymus comme les T conventionnels (Seddon and Mason, 1999) et
circulent a travers les organes lymphoides secondaires. Ils sont sélectionnés
positivement par les cellules de I’épithélium cortical (CMH d’affinité intermédiaire)
(Figure 9). En effet, les Treg jouent un role majeur dans la tolérance périphérique des
cellules T en contrdlant I’effet potentiellement délétere des cellules T auto-réactives

ayant échappées a la délétion thymique (Sakaguchi, 2004).
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Figure 9 : Modéle de développement des lymphocytes TCD4" CD25" naturels lors

de la sélection thymique a partir des lymphocytes T CD4" conventionnels

Chez I’homme, les Treg apparaissent des la 13°™ semaine de grossesse (Darrasse-Jeze

et al., 2005). On les trouve dans le thymus, dans le sang de cordon, mais également en

65



périphérie (sang, organes lymphoides secondaires) ou elles peuvent étre induites
(Godfrey et al., 2005).

Le CD25, chaine o du récepteur a I'IL-2, représente en général un marqueur
d’activation des lymphocytes T. Toutefois, il est présent de fagon constitutive et plus
forte sur les T reg. Les cellules TCD4" CcD25™" (Treg) représentent 5 a 10% des
lymphocytes CD4" périphériques (Jonuleit and Schmitt, 2003), et dans le thymus elles
représentent aussi 5 a 10% des thymocytes CD4" CD8" (Itoh et al., 1999; Jordan et al.,
2001).

Plusieurs études ont montré I’implication des molécules de costimulation B7/ CD28
dans la génération et 1’activité des cellules T régulatrices (Tang et al., 2003; Lyddane et
al., 2006). Le signal fournit par le CD28 serait critique pour la génération dans le
thymus mais également pour leur genése et leur survie en périphérie. En effet, des souris
déficientes pour les molécules CD80 et CD86 ou CD28 ne possédent plus cette
population de cellules régulatrices responsables de la protection du diabéte chez la
souris NOD (Salomon et al., 2000). De mani¢re similaire, 1’administration d’anticorps
anti-B7 ou de CTLA4-Ig diminue le nombre de ces cellules régulatrices dans le thymus
et en périphérie (Salomon et al., 2000). Salomon et al. ont établi que la liaison B7/
CD28 ¢tait essentielle au développement et a 1’homéostasie des cellules régulatrices
naturelles TCD4" CD25" (Salomon et al., 2000). Des souris déficientes en CD40
possédent un nombre réduit de cellules CD4™ CD25", ce qui montre que I’interaction
CD40/ CD40L semble nécessaire a la génération et au développement des cellules
régulatrices (Kumanogoh et al., 2001). Le CD28 participe également a 1’homeéostasie
des lymphocytes T régulateurs et notamment par la régulation de 1’expression du CD25
a la surface de ces cellules (Tang et al., 2003).

L’IL-2 semble étre une cytokine importante dans I’homéostasie et la fonction des
lymphocytes T régulateur (Setoguchi et al., 2005). En effet, les souris déficientes en IL-
2 ou en chaine a ou B du récepteur de I’IL-2 développent des pathologies auto-immunes
graves similaires a celles produites par la déplétion des cellules TCD4"™ CD25" (Maloy
and Powrie, 2001; Setoguchi et al., 2005). L’IL-2 n’est pas produite par les cellules
TCD4" CD25", mais elle est essentielle & leur prolifération physiologique et leur
activation et leur maintien en périphérie. L’IL-2 est aussi indispensable a la survie des
TCD4" CD25" (Toda and Piccirillo, 2006) (Figure 10). En effet, ces souris déficientes
en IL-2 ont trés peu de CD4" CD25" mais ces cellules CD4" CD25" FOXP3" possédent

une activité suppressive normale, suggérant que I’IL-2 pourrait intervenir dans la survie
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ou l’expansion des Treg et non dans leur fonction. La source principale de cette
cytokine IL-2 est probablement les autres cellules T, telles que les TCD4" activés
(CD25™"") (Setoguchi et al., 2005). Ainsi, I'[L-2 semble impliquée dans une boucle de
régulation négative entre les cellules T effectrices et les cellules Treg CD4™ CD25"

FOXP3". C'est-a-dire que 1’IL-2 sécrétée par les T effectrices maintient et active les

cellules Treg, qui une fois activées elles inhibent la production d’IL-2 par les cellules T

effectrices (Figure 10 : D’aprés Toda and Piccirillo, 2006).
IL2
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Figure 10 : Régulation de ’homéostasie périphérique des Treg CD4™ CD25" par
I’IL-2

Les cellules TCD4" CD25" naturelles n’ont pas un phénotype unique et
clairement défini. Cependant, il est bien établi qu’elles expriment de manicre
constitutive la chaine a du récepteur a I’IL-2 (Sakaguchi et al., 1995). L’expression du
CD25 n’est pas restreinte a la population régulatrice/suppressive puisque apres
activation, les cellules naives acquierent le CD25 de fagon transitoire. Halfer et al
considérent que les T reg se situent uniquement dans la population CD25™" (Baecher-
Allan et al., 2001). D’autres ¢tudes confirment que 1’activité suppressive se trouve
uniquement dans la population CD25™" (Makita et al., 2004; Hoffmann et al., 2004),
alors que Dieckmann et al retrouvent une expression plus intense de CD25 sur les
lymphocytes T activés (Dieckmann et al., 2001). Il est vraisemblable que dans le sang
périphérique, il y ait un recouvrement entre les Lymphocytes T reg CD25™", les
lymphocytes T mémoires CD25™" et les lymphocytes T conventionnels activés
CD25™" (Godfrey et al., 2004) qui interférent avec la purification des lymphocytes
Treg. Plusieurs marqueurs ont été associés a ces lymphocytes T régulateurs: le
CD45RO (Baecher-Allan et al., 2001), CD122 (chaine 3 du récepteur a L’IL-2) (Wing
et al., 2002), CD62L (L-sélectine) (Ermann et al., 2005), CD103 (intégrine ogf7)
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(Lehmann et al., 2002) et GTIR (Glucocorticoid-Induced-TNF-R) (Tsaknaridis et al.,
2003). Il a été montré qu’au moins une partie des lymphocytes T reg CD4+ CD25+
exprimait le CTLA-4 (CD152) de facon constitutive aussi bien chez la souris
(Takahashi et al., 2000; Read et al., 2000) que chez I’homme (Jonuleit et al., 2001;
Dieckmann et al., 2001). Récemment Seddiki et al. ont montré que les lymphocytes T
régulateurs CD4" CD25" humains peuvent étre distingués des lymphocytes T activés par
une faible expression du CD127, la chaine a du récepteur a L’IL17 (Seddiki et al.,
2006).

Le facteur de transcription Foxp3 (forkhead box P3) a ét¢ identifi€ comme un
géne majeur pour le contrdle du développement et de la fonction des cellules Treg CD4 "
CD25" (Fontenot et al., 2003; Sakaguchi et al., 2006). Le role de Foxp3 a été révélé
chez la souris scurfy, qui développe une maladie auto-immune lymphoproliférative
fatale, médiée par les lymphocytes TCD4" (Brunkow et al., 2001); Le défaut génétique
responsable de cette maladie a été identifié comme étant une mutation du géne Foxp3
résultant en une protéine tronquée (Brunkow et al., 2001). L’injection de lymphocytes T
CD4" CD25" Foxp3" fait régresser la maladie chez la souris scurfy (Nishimura et al.,
2004). Des mutations dans Foxp3 humain, ont été¢ identifiées chez des patients atteints
de syndrome  fatal, sévere, auto-immuns allergique, appelé IPEX
(immunodysregulation, plyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome (Wildin et
al., 2001). Le role de Foxp3 dans la genese des lymphocytes T régulateurs a été
démontré par I’analyse de souris chimériques. Des souris irradiées de maniere 1étale ont
été reconstituées avec un meélange de cellules hématopoiétiques de moelle osseuse de
souris normales et des souris déficientes en Foxp3. Un marquage des cellules de chaque
moelle a permis leur réle dans la reconstitution du systéme immunitaire de la souris.
Seuls les cellules hématopoiétiques de la moelle osseuse de al souris normale
contribuent au développement des Lymphocytes TCD4" CD25" démontrant ainsi le role

de Foxp3 dans la génération de lymphocytes T régulateurs (Fontenot et al., 2003).

V.3.1.1.2 Mécanismes d’action

Le mécanisme d’action de ces cellules n’est pas toujours clairement établi dans la
littérature et reste controversée (von Boehmer, 2005).
Les cellules Treg CD4" CD25" sont réputées, in vitro, hypoprolifératives en

réponse a des stimulations spécifiques ou non spécifiques (Thornton and Shevach,
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1998). Elles sont aussi anergiques et suppressifs. En effet, les lymphocytes Treg
CD25" fraichement isolés du sang périphérique répondent peu & une stimulation
allogénique et ne répondent pas a une stimulation polyclonale (Thornton and Shevach,
2000). Par contre, ils suppriment la prolifération de TCD4" CD25" conventionnels en
co-culture et pour avoir cette action suppressive, les lymphocytes TCD4™ CD25" (T reg)
doivent étre stimulés via leur TCR (Shevach, 2001; Shevach et al., 2001; Thornton and
Shevach, 2000): la phase d’induction est donc dépendante de I’antigéne. Une fois
stimulés, ils inhibent les autres lymphocytes T de facon indépendante de 1’antigéne,
c'est-a-dire que la suppression est indépendante de la spécificité antigénique des
lymphocytes T (Thornton and Shevach, 1998). Par contre, I’inhibition in vitro est
strictement dépendante d’un contact cellulaire avec la cellule effectrice CD25- et
indépendante de sécrétions cytokiniques (Thornton and Shevach, 2000; Jonuleit et al.,
2001). On peut retenir que les Treg exercent leur effet régulateur in vitro par un
mécanisme nécessitant un contact cellulaire dont les acteurs ne sont pas encore définis
clairement (Shevach et al., 2001; Jonuleit et al., 2001). Mais ces mécanismes ne sont
probablement pas univoques puisqu’il a ét¢ montré in vivo que des facteurs solubles
comme [L-10 et TGF-B sont importants pour 1’induction de tolérance par les T reg
(Powrie et al., 1994).

La conséquence ultime de la suppression est I’inhibition de la transcription de 1’'IL-2
dans la population des cellules TCD4" CD25  (Thornton and Shevach, 1998). L’effet
suppresseur et I’anergie des TCD4" CD25" peuvent étre annulés par 1’apport exogéne
d’IL-2 ou d’IL-15 (Thornton and Shevach, 1998; Jonuleit et al., 2001; Dieckmann et al.,
2001).

Le fait que I’effet suppresseur soit uniquement observé suite a 1’activation des
cellules suggere que ’activation du TCR induit I’expression de protéines permettant
I’activité suppressive (McHugh et al., 2002). Les études utilisant des anticorps
neutralisant ont montré le role de facteurs solubles, comme L’IL-10 (Asseman et al.,
1999) et le TGF-B (Read et al., 2000). Ces données sont controversées par d’autres
auteurs qui ne mettent pas en évidence le blocage de 1’activité suppressive en
neutralisant les cytokines IL-10, IL-4 et TGF-B (Kingsley et al., 2002; Thornton and
Shevach, 2000; Ng et al., 2001). Il semble maintenant acquis que le mécanisme d’action
des lymphocytes TCD4™ CD25" implique un contact cellulaire entre la cellule

régulatrice et la cellule T cible.
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Les Treg expriment fortement le CD25 et plusieurs marqueurs de surface tels que
CD62L, CTLA4, CD103, GITR ou HLA-DR chez ’homme (Sakaguchi, 2004). Le
facteur de transcription Foxp3 semble étre un marqueur essentiel pour les cellules
régulatrices (Treg). Il servirait de régulateur du développement (Kim and Rudensky,
2006) et de la fonction de leur fonction suppressive (Fontenot et al., 2003; Sakaguchi et
al., 2006).

Des travaux publiés ont montré le rdle important du facteur Foxp3 dans 1’obtention des
cellules CD4" CD25" naturelles. En effet, la transfection de cellules CD4" CD25 avec
le facteur de transcription Foxp3 (forkhead transcription factor box P3) les transforme
en cellules CD4" CD25" a caractére suppressif (Fontenot et al., 2003). En conclusion, le
marqueur Foxp3 est restreint aux cellules régulatrices CD4" CD25" naturelles mais peut
étre exprimé par les cellules CD4" CD25" induites en périphérie (Fontenot and

Rudensky, 2005).

V.3.1.2 Les autres cellules régulatrices naturelles

Bien que la molécule CD25 soit le principal marqueur utilisé pour identifier les
cellules Treg CD4 " naturelles, d’autres marqueurs ont été décrits, tels que CD45RB ou
RC"" (RB chez la souris et RC chez le rat) ou CD62L (L-sélectine).

Les cellules CD45RB ou RC®" ont été¢ impliquées dans le contrdle du
développement de maladies auto-immunes multi-organes (Powrie and Mason, 1990), de
la colite (Powrie et al., 1993), du diabete (Fowell and Mason, 1993), de la thyroidite
(Seddon and Mason, 1999) et dans la prévention du rejet de greffe (Hara et al., 2001), et
les cellules CD62L ont été impliquées principalement dans le controle du diabete
(Seddon et al., 1996).

Il est important de noter que ces trois marqueurs (CD25, DC45RB/RC"Y et CD62L) ne
permettent pas de distinguer trois populations cellulaires distinctes ; au contraire, une
forte proportion des cellules CD45RB/RC™" et des cellules CD62L sont CD25™.

Le CD62L est une molécule d’adhésion appartenant a la super famille des sélectines, et
qui joue un role important dans la migration des lymphocytes au niveau des ganglions
lymphatiques. Cette molécule est exprimée de facon constitutive a la surface de la
plupart des lymphocytes T et B activés (Lewinsohn et al., 1987). Les cellules CD4"
CD62L sécretent peu d’IFNy, peu d’IL-2, pas d’IL-10 et d’IL-4 (Alyanakian et al.,
2003). 11 a été montré que ces cellules CD4" CD62L" sont a la fois dans la population
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CD4+ RB"#" et CD4+RB™" et que 50 4 60% de la population CD4" CD25" est CD62L".
Les cellules CD25" CD62L" semble avoir aussi une importante capacité suppressive par
rapport aux cellules CD4™ CD25" CD62L" (Fu et al., 2004).

Une population de cellules Treg naturelles a été décrite dans le compartiment CD8"
chez le rat (Xystrakis et al., 2004). Ces cellules sont CD45RC"™™ et leur activité

régulatrice a été confirmée in vivo dans un modele de GVHD chez le rat.

V.3.2 Les cellules régulatrices induites

Ces cellules appelées Treg induites, ou encore « acquise » ou « adaptatives » sont

induites par un antigene, et leur capacité suppressive est spécifique de cet antigene.

V.3.2.1 Les cellules Th3

Ces cellules Th3 (cellules sécrétrices du TGFp), retrouvées chez I’homme et
décrites dans plusieurs modeles animaux forment une sous-population unique de
lymphocytes qui sécretent de grandes quantités de TGFB (Mills and McGuirk, 2004;
Taams and Akbar, 2005; Zheng et al., 2002). L’activité suppressive des cellules de
sous- type Th3 est inhibée par I’ajout d’un anticorps anti- TGFp, suggérant que
I’activité suppressive de ces cellules est principalement médiée par cette cytokine
(Cottrez and Groux, 2004).

Les cellules régulatrices de type Th3 possédent une capacité suppressive sur les cellules
Thl et Th2, et jouent un role important dans le développement des maladies auto-
immunes (Faria and Weiner, 2005). La différenciation in vitro des cellules de sous- type
Th3 est obtenue en présence du TGF, d’IL-10, d’un anticorps anti IL-12, et d’IL-4
(Zheng et al., 2002).

In vivo, I’induction de population de sous-type Th3 suite & I’administration d’antigenes

par voie orale est augmentée par ’administration orale de I’IL-4. En revanche,
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I’injection d’un anticorps anti CD86 mais pas 1’anticorps anti CD80 empéche
I’apparition des cellules de type Th3 normalement induite par 1’administration orale
d’antigéne, ce qui démontre le role important de certaines molécules de costimulation
dans la génération de cette population (Weiner, 1997). Récemment, une étude publiée
dans un mode¢le murin a démontré que 1’expression de Foxp3, la taille du compartiment
en Treg et ’activité suppressive étaient dépendants de signaux induits par le TGFf dans

les T régulateurs (Marie et al., 2005).

V.3.2.2 Les cellules régulatrices 1 (Tr1)

Les cellules régulatrices Trl sont des cellules CD4 " qui sécrétent peu d’IL-2, pas
d’IL-4, des quantités importantes d’IL-10 (Battaglia et al., 2006), et des quantités
modérées de TGFpB, I'IL-5 et d’IFNy. Elles sont capables d’inhiber I’activation des
cellules naives principalement par la sécrétion d’IL-10 et de TGFp (Bacchetta et al.,
2005; Battaglia et al., 2006). Ces cellules peuvent étre générées in vivo et in vitro en
présence d’IL-10 (Groux et al., 1997; O'Neill E et al., 2004; Sundstedt et al., 2003). Le
mécanisme de suppression exercée par les cellules Trl est dépendant du contact
cellulaire méme si les expériences utilisant des systemes de culture en chambres
séparées montrent que 1’effet suppresseur est médié, au moins partiellement par les
facteurs solubles (Groux, 2003). Les cellules Trl inhibent des réponses immunitaires de
type Thl et de type Th2 impliquées dans de nombreuses pathologies (Bacchetta et al.,
2005).

Chez I’homme, des cellules générées en présence d’IL-10 et d’IFNa, sont capables
d’inhiber la réponse des cellules CD4" autologues naives contre des alloantigénes par un
mécanisme dépendant de I’'[L-10 et du TGFP (Levings et al., 2001). Enfin, Dactivité
suppressive de ces cellules semble jouer un role important dans le maintien de la
tolérance en périphérie et le développement des maladies auto-immunes (Jiang and

Lechler, 2003).

V. 3.2.3 Les cellules T régulatrices CD8"

De fagon similaire a ce qui a été décrit pour les Lymphocytes TCD4 ", il a été mis
en évidence, parmi les lymphocytes TCDS, une population de cellules régulatrices qui

inhibent les lymphocytes TCD4" par sécrétion d’IL-10 (Gilliet and Liu, 2002a;
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Dhodapkar et al., 2001). Plusieurs types de cellules TCD8" ont été décrits a ce jour, les
lymphocytes T CD8" CD45RC"", les LT CD8" CD28 et les LT CD8" CD103".
Récemment, notre laboratoire a montré que le blocage de la voie CD40/CD40L
permettait la génération de cellules régulatrices TCD8'CD45C" capables de tolérance
infectieuse dans le mode¢le d’allogreffe cardiaque chez le rat (Guillonneau et al., 2007).
Auparavant, les travaux de Saoudi et al ont démontré, pour la premicre fois chez le rat,
’existence d’une sous population de lymphocytes T CD8" avec des capacités
régulatrices (Xystrakis et al., 2004). L’expression de CD45C a permis de distinguer 2
types de sous-populations chez le rat : CD45RC"e" et CD45RCY. 1Is ont démontré que
les cellules CD8" CD45RC™" fraichement isolées ont des propriétés régulatrices, ne
sont pas cytotoxiques, produisent des cytokines de type Th2 (IL-4, IL-10 et IL-13)
expriment sélectivement Foxp3 et CTLA-4 et inhibent les réponses immunitaires
alloréactives a la fois in vitro et in vivo. Les fonctions régulatrices et les mécanismes
d’action de ces cellules sont liés a une inhibition de 1’expression des cellules effectrices
CD4" Thl. De plus, cette régulation requiert des contacts cellulaires et non une action
dépendante des cytokines (Xystrakis et al., 2004).

D’autre part, chez ’homme, Cosmi et al ont caractéris¢é une population de
thymocytes CD8" CD25" avec un phénotype, des caractéristiques fonctionnelles et un
mécanisme d’action équivalent aux cellules TCD4" CD25" (Cosmi et al., 2003).

L’effet suppresseur des cellules TCD8" CD28" passe par une tolérogénisation

des CPA professionnelles (cellules dendritiques) et semi professionnelles (cellules
endothéliales) qui induisent ensuite I’anergie des lymphocytes T helper (Chang et al.,
2002; Manavalan et al., 2004). Ces cellules suppriment les réponses spécifiques de
’antigéne en inhibant la production d’IL-2 et ’expression de CD80 et de CD86 par les
CPA (Colovai et al., 2000).
Des cellules CD8" régulatrices peuvent également étre induite par 1’administration orale
d’antigenes. En effet, ’administration orale d’auto-antigene permet le développement
de des CD8" régulatrices produisant de forte quantité de TGFp et capables de protéger
contre le développement de maladies auto-immunes (Mowat et al., 2004).

En plus de ces cellules régulatrices, il existe d’autres cellules régulatrices CD4"
comportant les cellules NK (Homann et al., 2002), les cellules NK T (Hammond et al.,
1998), les cellules CD8" (Garba et al., 2002), les cellules CD4 CD8 (Fischer et al.,
2005; Zhang et al., 2001).
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Récemment, on parle du role de TGF-3 dans I’induction de cellules T régulatrices pour
prévenir ’auto-immunité. En effet, en présence d’IL-6, le TGF-f3 pourrait induire la
différenciation des lymphocytes T naives en cellules Th17 productrices de la cytokine
pro-inflammatoires IL-17 (Mucida et al., 2007). En effet, Les cytokines telles que
TGFp, I’IL-6, IL-1 et ’IL-23 peuvent jouer sur le développement de ces cellules Th17
(Veldhoen et al., 2006). Il semble en effet que 1’IL-23 serait plus importante dans la
survie et I’expansion de cellules Th17 plutoét que leur génération (Veldhoen et al.,
2006). L’IL-23 interviendrait donc dans la stabilisation des cellules Th17 et L’IL-21
dans leur amplification (Bettelli et al., 2007). A I’inverse, I’[L-27 a été décrite comme
inhibant le développement des cellules Th17 (Batten et al., 2006; Stumhofer et al.,
2006). La réponse immune de TGF-f3, dépend de 1’acide rétinoique qui agit comme un
régulateur et est capable d’inhiber I’'IL-6 nécessaire a la différentiation des cellules
Th17 proinflammatoires et induire la différenciation des cellules T reg anti-

inflammatoires.

V.4 Induction des lymphocytes T régulateurs par les DC

L’activation et/ou la différenciation des cellules régulatrices naturelles en
périphérie semble Etre possible suite a leur interaction avec les DC.
Par ailleurs, les DC sont présentes dans les tissus périphériques ou elles peuvent
capturer des antigénes. Ces antigénes sont transportés par les DC dans les organes
lymphoides secondaires, comme les ganglions lymphatiques et la rate, et y sont
présentés aux cellules T. En I’absence d’infection ou d’inflammation, les DC sont alors
a I’état de repos. L’apoptose est un phénomene non inflammatoire (Pittoni and Valesini,
2002) et les corps apoptotiques qui en résultent sont rapidement éliminés par les
macrophages et les DC. Les auto-antigénes ainsi libérés lors de 1’apoptose sont
capturés par les macrophages qui assurent une fonction d’élimination. De fagon

complémentaire, les DC immatures participent a 1’élimination des corps apoptotiques
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(Sauter et al., 2000) et pourraient assurer la tolérisation des lymphocytes auto-réactifs
(Steinman et al., 2000), soit par la délétion des cellules TCD8" pathogénes (Heath and
Carbone, 2001) soit par ’activation des lymphocytes TCD4" régulateurs (Mahnke et al.,
2002). Jonuleit et al ont montré que la stimulation répétée des lymphocytes T naifs
humains, in vitro, en présence de DC immatures allogéniques, permet leur
différenciations en lymphocytes T de phénotype CD4" CD25" CTLA-4", caractérisés
par la production de quantité¢ importante d’IL-10 et leur faible capacité proliférative
(Jonuleit et al., 2000). Leur activité régulatrice dépend du contact cellulaire. Leving et al
ont montré qu’il était possible de générer des cellules de type Trl en stimulant de fagon
répétée  des cellules mononuclées du sang périphérique par les DC immatures
allogéniques (Levings et al., 2005). L’activité suppressive des ces cellules Trl dépend
de leur sécrétion d’IL-10 et de TGFpB. Toujours chez ’homme, il a été montré que
I’injection de DC immatures par voie sous-cutanée entraine l’induction de cellules
TCDS8" spécifiques de I’antigénes(Dhodapkar and Steinman, 2002), on peut obtenir
aussi des cellules T reg CDS8" sécrétrices d’IL-10 avec des cellules dendritiques
plasmacytoides activés par CD40L et utilisées comme cellule APC (Gilliet and Liu,
2002b), ou encore des cellules Treg CDD4" CD25" avec des cellules dendritiques
plasmacytoides activées par les CpG (Moseman et al., 2004).

La voie de costimulation ICOS/ ICOSL semble, en outre, directement impliquée dans la
génération de ces cellules T régulatrices (Akbari et al., 2002).

Enfin, le traitement des DC in vitro ou in vivo avec des agents biologiques comme 1’IL-
10 ou pharmacologiques comme les analogues de vitamine D3, serait a I’origine de la
génération des lymphocytes T régulateurs (Enk, 2005); (Penna et al., 2005). Le plus
souvent ces traitements empéchent la maturation des DC par ’inhibition de la voie NF-
kB (Rutella and Lemoli, 2004). Ces DC sécretent préférentiellement de I’[L-10 au lieu
de I’IL-12 et induisent des lymphocytes régulateurs (Mahnke and Enk, 2005).
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Objectif de I’étude

Ce travail a été réalisé a I’institut de Transplantation et de Recherche en Transplantation
(ITERT) dirigé par le professeur Jean Paul Soulillou. La thématique principale du
laboratoire (Inserm U643) est la compréhension des mécanismes conduisant au rejet et a
la tolérance des organes transplantés. Une partie importante de la recherche
fondamentale y est réalisée sur le modele du rat qui permet la mise en place facilitée de
modeles de transplantation d’organes.

Comme nous I’avons vu dans I’introduction, les DC jouent un role fondamental dans la
régulation des réponses immunitaires et dans le maintien de la tolérance périphérique.

Les DC sont les principales cellules présentatrices de 1’antigéne aux lymphocytes T car
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ce sont les seules cellules présentatrices capables de stimuler les cellules T naives
(Banchereau and Steinman, 1998). Elles jouent donc un réle central dans I’initiation des
réponses immunitaires contre les allogreffes et récemment leur réle majeur dans la
tolérance des cellules T a également ét¢ démontré (Steinman and Nussenzweig, 2002).
Différentes sous-populations de DC ont été décrites et leurs rdles dans 1’activation et
’expansion des cellules T régulatrices est mal connu Les cellules TCD4" CD25" dites
régulatrices naturelles jouent un réle majeur dans la tolérance périphérique des cellules
T contre les antigénes du soi. Des travaux récents indiquent que ces cellules pourraient
jouer un role central dans la tolérance aux allogreffes chez I’homme et dans de
nombreux modeles animaux. Néanmoins les mécanismes d’activation et d’homéostasie
de ces cellules in vivo restent largement inconnus. La compréhension de ces
mécanismes pourrait permettre d’utiliser le formidable potentiel thérapeutique que
représentent les cellules T régulatrices.

L’objectif de notre projet de recherche est de déterminer et de comprendre le rdle
potentiel des différentes sous-populations de cellules dendritiques (DC) et notamment
des DC plasmacytoides (pDC) dans ’activation et I’expansion de cellules T régulatrices
(T reg) allogéniques. Nos résultats préliminaires obtenus chez le rat indiquent une
qu’une sous-population de DC, appelée cellule dendritique plasmacytoides (pDC), est
capable, contrairement aux autres sous-populations de DC, d’induire une prolifération
considérable de cellules T CD4" CD25" allogéniques. Les buts spécifiques de notre

projet étaient de :

1) Aider a étudier les fonctions des populations de DC spléniques chez le rat identifiées
selon le type de pathoene (les ligands de TLR) qu’elles peuvent rencontrer. Nous
verrons que ces populations de DC spléniques (DC CD4", DC CD4 et pDC) possédent
in vitro des profils d’expression de TLR, de production de cytokines et de stimulation T
différentes.

2) Caractériser les cellules T régulatrices de rat et comparer leur phénotype avec celui

de ’homme.
3) Déterminer si les cellules T CD4+ CD25+ stimulées in vitro par des pDC conservent

in vitro une activité suppressive et si celle-ci est spécifique. Nous analyserons

¢galement les mécanismes de cette activité suppressive.
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Enfin, nous essayerons de produire ex vivo de grandes quantités de cellules T
régulatrices spécifiques d’alloantigénes par stimulation par des DC plasmacytoides afin
de tester leur potentiel suppresseur in vivo chez des animaux receveurs d’une allogreffe
cardiaque. Ce travail pourra permettre de mieux comprendre les mécanismes de
régulation des cellules T CD4+ CD25+ et d’envisager des méthodes d’expansion ex

vivo de cellules régulatrices a des fins thérapeutiques.
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Resultats

I. Article1



Les populations de cellules dendritiques du rat
expriment différentiellement les PRR (Pattern
Recognition Receptor) et répondent

difféeremment aux ligands des PRR

Par : Francois-Xavier Hubert, Cécile Voisine, Cédric Louvet,
Jean- Marie Heslan, Asmahan OQuabed, Michele Heslan, et Régis

Josien

Publi¢ dans : The Journal of Immunology, 2006, 177 : 1007-1016

I.1 Résumé de Particle 1
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Les cellules dendritiques (DC) sont une population hétérogéne de CPA possédant des
fonctions spécifiques. La nature de la population de DC impliquée au cours de la
réponse immune spécifique aux pathogenes semble importante pour la 1I’induction d’une
réponse effectrice appropriée. En plus, chaque population de DC posséde une plasticité
fonctionnelle intrinséque. Chez le rat, les DC spléniques peuvent étre séparées en trois
populations selon leur morphologie et leur phénotype, a savoir les DC CD4", CD4, et
les DC plasmacytoides (pDC). Nous avons corréler 1’expression des TLR et NOD2
(Nucleotide-binding oligomerization domain 2) de ces populations de DC a leur
capacité de réponse, in vitro, aux ligands spécifiques. Les DC CD4" expriment de forts
niveaux d’ARNm des TLR 1, 2, 3, et 10, peu de TLR 4, 5, 6, 7, et 9, et trés peu de
TLR 8. Les pDC ont un répertoire restreint caractérisé par des niveaux élevés des TLR
7 et 9. Les DC CD4" expriment tous les TLR et 10 fois plus d’ARNm de NOD-2 que les
DC CD4" et les pDC. Aprés stimulation par les ligands TLR et NOD2, chaque
population de DC présente une réponse stéréotypée. Les TLR2/6, 3, 4, 5, 9, et NOD2
induisent la maturation des DC CD4 et leur capacité a produire fortement de I’IL-
12p40, faiblement de 1I’'[L-10, et du TNF-a. Les TLR 7/8 et 9 induisent les pDC a
devenir matures et a produire de grandes quantités d’IL-6, IL-12p40, et TNF-a et peu
IFN-0. Les DC CD4" sont de trés faibles productrices de cytokines inflammatoires.
Cette ¢tude suggere que la nature de la réponse des DC spléniques aux pathogenes est

dépendante de leur stimulation spécifique plutot que de leur plasticité intrinseque.
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Lk UL asd CO0 T OXERCTH- :.ll:-'tluf.qlzml:llz
W mHJdEFJ.E from ke -hmmi ¥h| cale Cally wera simned
ik ickse HT31, I'.‘I:I-1.1E!- Tkl HIEMI, CTH-PE
ickse OXTL asd CDIB-Alen &8 ichse O mbbe
CEMTI ] (AT mlh wew ihen oovied oo
P CEkri 10D Hicsckoncesd afior socleding FITC™ colle e Frg 243
Pority s routinay 07 and 2588, sexpecively, for O -
H,E.I:FII I LK from high-deri; ]l q:hll celn ||'I|l' rll'l:rli af
Tad rtd'i:ll

:llh
-Iiuh— ﬁlﬂkhﬂl K7 .d\'l'.iﬂ r\-npl.:l.l'n
m:l.muf-t-mn-ﬂ-tﬂ
wiech], Cells were then sioned wib TCRr@-BTIC
H..l-FI'I'E el OO 330, T Ible-FTTC (o ONAE, IIEEH-FE
ichome HIEIL and CTH-Moodor ST ichse OG5 nibe asd
CTMSR CD4™ e soried on o FACSAria afier mvchading FITC ™ alb
ime B 141 Aty wan rovtimdy =077 36,
T ralfe. Lymph noce T calb were propared wsing mylon woel eolamae
m“rﬂll'l'lhllﬂlﬂiha Hidlmnfllﬂ'ﬂ::h:lll'
ud (T cxlla I 0 ol chome O

trelyl, Felkrwad by il mumgeatic bewls (Oyaal
IT—rm:'llleWi!Pum e ol B

Fiadmonoe F"HI:'mn.ll.r\d for 90 o ai 3 ¥ 10l in
:ll.md-:hnumllllﬂ:l &dl:upﬁmﬂilil:ﬂ
v-ghimmi, 100 Diml ilin, L | mM mxbian
ez, 1 mi Swl? Hmmmhdbn
Hl AP 16400 Momsbvreni eelly were rameved by axdenie

wihpree sl e, Mdbiras rasccyion we dhwily
Iy in TREvol schsion for ad@A paimcdica.

M lestocyte raactiog

A il of 2 E'l["llnpn:l:ﬂ'ua.lllndri.hl h:'l:l:pmildm'l-
T wlb @ rouwbbation. ewll paie ina fsal vlase of 30 x| of
conpleia AL 1640 .'..I'Il'-l-dlEl..:l'l'E in 5% 0y, cubzrer s
o For the kot 3 h with 03 ["H'ITJH. rwal (hmvrshan Hio-
wkexnl. The all wora b ir.dd l:lrtllf
o

Cytbine prodiation
Smaisivon of mokavd X swhovs o cpiier
kemic O 2 CT6 O, OXE2 0T~ DT, and
?:r!'ll]’.'rrlll:r!'l[l"alhhmﬁ.llhm RITL TEAD 1n e |
pll.ll..l.ﬁ.lril-h mniasiy were <ol 1 mored ai =X umil
- Stk were pmelat (e following coacerinatione HELM® (105

B s S T g

fher Hirs, asd
=ntilkiz proce-

e Soried
wara siinnbnied ni

proshetion Tl | H'I. e malis i expremd w ameus af
ik for | % KF calbéiml
TFX.m b .'_.I.:IJI:F'IE'ID’EE.:JIJHHI h.n:r:llhu

w culred 100 el ol DMEM S
wib 15 FCS, 2 ] - ghismine, 1 Ui puull-n
arpain in fhibciom Hewsd] ul'l-lp'l.r:l:rinn:lnfl
referece dmxded iRED rud or anpematanie Tha anper
ruianis wera then weeread ol ke sl wen nkcied wih racur sio-
rll.ll:nmlip'u'rd-d Cr. &. Buffank, Conire Hi b-Univemisrn
Higranal Porichadlcn, Monnee, Frusce! in a frd v nflﬂ]'.l,d
H-I:I.HEHF:- Ilhi.:l'u""l: The wally were than washed wih 100
m:‘FFJHnHIudHhIEEHJHnﬁIIﬂ1qu'ih1m laf
'Fn'ruini:r'll] T R KT Hh—dh]l'lm*.ld'nﬁd
vicki sohiica. Plaizs wen commised volly ol reciecal man of
1ENr Ceapronsed m oriin per and hikier | e dehucd by comperien wik
Ihhﬁ:-‘ﬁd o |F_|'
ELISE tewt. The bevaln of L-10 asd THE-7 in e aperstani were
enred g s HLISA in from BD Pesmisge s sccording ic

IhrlulIl:h.nrll.l.l.n.:h:m.H.ll LTIpﬂudlbll llllnﬁ'lld.ld
gy FLEA bt fom BicSorey: ntemationsl, asd L5 wam memred

iy an ELISA bt from BED Sydenme
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Gasdiave RT-PCR
The OON sequences wsed n thin sudy ara deserbed in Tablke [ and 1
Simdard cowstracmion

For TLR asd | h horiboay b HIET
rll. tha i “mpliliid P From o aplem DML
hr_r iben ldlldp.lnhd pleral-chlaclom exredion

sl wthanol precipitation. Hlmd’li:d.lld.ldl:lﬂﬂ.m

performed 1o chaan 17, IF, 18, e 10 oopieabeel.

BNA extroctin
Toial BNA from 3 % 1P jo 2 % 10F resting or stinsbisd ples coll

AT, DT T, s were e
e by Tl bt (i i r.d..d_?,... g,
wan e by [N oo g L T

e war deseri by (5,

F F F T
it quaniaie POR

For KODE M THH - mwciated Bacicr &CTRARD, asd 1L- 1R
ciated kinwe 3 (IHAKE) azdyee, reabiine quastiaive UL wen per-
I'rndll un Applied B xo (Tesedmp THO Sarpwence Detnction
nulir“b."l Cirean Core Rengenis 1 Appled Bixopiznd . To-
elINA wamamplified in 25 1 of PO mo: contramng J07 b of aach
'nlrl.lehlll; e 1 ATIR, AT, sl T 000 M dUTR, 3l
0.2 U af ueil- K s LEDS T of AR (okd DN
[ mn-d..Jtlul EYHR Crocn budfer. reaction
aimted wiih 0 sizp of 2 win o 35 o allow ihe mml-'l-al]: ke i
ehiziraia :.lllrl FCH contamizasia, folosad by 10 amn ':';% CE
tivate the AmpliTag Cold ONA patyme, asd 40 cyclen pach pone
:nlﬁlrlﬁxd C ard | ol 6T,
Hi

rusiiaiive PUR was poforse dusing TLR1-
IE&HTE:Lm } H-Il']'u?llmp-;l'.:udd.l il
tican were anplif el reactics PN wrix, coavaring 11 &l of
chilnted TR, 123 ] of Taghlas Unrreradl 2o TR Master M 04
pied Ei hud .q.\.q:i'l'q Thald ML Pn-
withd TTH asd el baffar o .l'l'.l 1.2 _r of 30 T

n
probeea arsd h’ﬁﬂd‘h Ii. Bafore PC mph-ﬂn: i-
tad to ST far 2 v, then et 99 C for Khmria, The stepecyele progpameas
et frr dermiring 0f 93 for 15 0, and wanealin g ord exdermion a 6000 for
Toecin, o mtekal of A0cyche AT Driars 77 Coamrace detectias ayuiees
Applid Bosypsiaml.
Ay
Dhireci deiectica of PCHL in wom rmcriiorad by e e Tcnaw in
facremsnce. For TLE, the st snmber af copries was dedscad by com-
perizen of the semrad fuarecac wih the i arve. For 1

hlie]

MyDEd, TRAFE. and FAK-4 mBNA, relative expreasion (AL arbi-
trary umits! s calendated twing the 3 method an deibed pre-
vivinly IT71.

Starlstieaf ashy
Statisical srubpses v performed it the Sidert's § fest.

Resall=
Deywitlon aadl Fraquencies of spicee DC sabres
To debermine fhe Trequencies of spleen D sabs2is in three difeal
mk stmins, we 15ed sx-oolor fiow cytometry o colligease -
petend bl spleen ok ooy ks, Cells were sained wil CD3FITC,
milklgD-FITC, CDMSR-PE, CD11h-PenCP-CyS S, T
-6 2-allophyoocyanin, end MHC D-allophycocyanin-Cy 7 muits
[Fg. LA} After gafing o1 CO3 1D MHC 17 cells, spleen cells
were fepanixd inie CO1 b~ od C01 b populations Doe o the
lack of an exclusve and ha nurker kxonl B odlls, the
gating on COE-[g0~BMHC 1 cell = was nal suficient o ellminak:
ol B cells. Therfare, MHC ITCDET cells were furher gated
o CIM3R- cells 1o exclude residoal B cells idoin mal shown) and
mmtyasd for D exprasdon of (0052 and CTM As we lave pre-
vinusly shown (12 25), pwo DO populations wers defines Fig.
LA RPN gk B relemad oom CO4C DO e
OXAI=¥rpred (pnie O rdfemed oo CIMT D0 MHT
IE0Y cells were QX427 ond conizined o populaiion of
CIMSRTCTM%™ crlls igale A) Hhal we Tove prevansly shown by
be [he mt comberpan of pIoc (241

The Mecuences of pOC exhibikad large simincependant vark-
otions (Ag. 1AL Ths gudy wis performed in these differesl i
sinims, using 6- to B-wk-olil mule aalmak. The mveng: mumbers
of srkeen cells did nal dgniflconily o fer between mt simins (dala
ol sk, Thies, mele Lewis mis exhiblisd a.3- io4-fol higher
Irequency af pOC tan SPD od BN (p = Q009 and 0002, e
spectivelys The Trouency of CI4” DO was significanlly [owerin
Lewts [hom fn BN (@ = CU0004), whereas the Nighest Ireqeency of
O™ O wi Tound In BN, Tollowes] by Lewis and SPDip =
002 md 001, respaciively). Theralfor, e min of DC wbs2 i in
Ihe it spileen appears I be sromgly simin dependent.

Table | Sepaeacrs of privers aad prober sond for meanming TLE el oop rooion

(== =} Fizsm Tequr Jurplicea (b Preda CRAM NP0

Ret TLRY Forwad  CADCACDCTTARDCATITCTA & COACRCANTENCTARRAL
Faverm CAOCTTTRAL #TA MOANTAC ARTRIANIA

Ret TLR2 Forwad  CTCCTOTRAACTCCTRICTTT T4 COCTOSTCCATITISTR
[everm AECTOTCTOOCCRITORALD

Rei TLR3 Forwad  OCRCTOTRADATACARSITRICT i ACTECACDCATTTOARD
Raverm ANISTCATT M TATITCTCOTC A

Ret TLR4 Forwnd  TOCTACRITTCATCTGOSTTICTD T8 CTCCCTRICCTOCCT:
averm CTOTEARSTCTTTIAGTTTHIAND

Ret TLRT Forwad  OODCACCADARMINCTGITAT il ToTATTANICHIACHCTTIOD
Faverm CADOTACTADOCHTCCTTAA

Ret TLR Forwmnd AR RCCTTACTONTOTOCTA ARAIAD ™ CTITTACT ARICACAIAA
e AENTCADATNTO ASTTTTOACK AOAT

Ret TLRT Forwad  OTTTTACOTCTACACAITANCTTTCTTON T CATERGCTTRE A2ANTD
everm TICCTEIAGTTTOCTCATETTTT

Rat TLRY Forwad  QOCTICOOCRIADIMTT ] CATTOOCTCANCAND
Faverm OCCARANTANTTTTIOCECTTTO

Ret TLRS Forwad  COTARGRCTTWIDCARICT ™ COTADCTHCATIARID
Faverm TENTCACACDIADIICARTT

Rei TIRM CTCCAACATICTTTAMNIGA AGITT m CASCTACK ACTATASTCD
e AR TEATHIAIZAISTTOTAIEA

Ret RPRT ACRICCOCAA ARTOGTTARDTT il TICACCADCANICTTS
v CCARCACTTTOANRIGTCCTT
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Table 1. Snguese of proners sl for oy M0, TRAFS, TRAKS, sl KINIZ aRNA crprersioe

LRI Faawu Arspll e

Bt HPRT For wurl I
evem

Rt MR Forwund L]
Hevine

Bt TRAFR Forwurd IH
Haveus

Bt [RARY Furwurd 1%,
Hever

Bt NTID Forwesd ptdl
Hevers

Aforplnloplead ferures of pieen D mbsen

T mant spleen DT subseis, ypleen colls were Mo sepamied inio
low-deasily oolls (ot conkaln nmi of (e 062" DO o bigh-
deraily cells Hul cogloin most of e poC ) DKM
mK] ORE T4 O were thet somsl by FACS o low-
demlly cells, Wheress CD4S COGS oolls (plaCy were sorked
Iroin high-deasity coll oiier seechive deplellon of T cells
COEC™ calls, snd most | cells (Fig. 240 Sorled calls were then
milwed by akairn micmaoopy. At shown in Ag. 20 e e

FGCURE | Coing steasgy asd i ncy af sphmc
OVC ki .irm‘:im.'h’.:r...i.nc'.t‘.m'm:;.h
ihe sbmiification of spleen DT whwita, Afer hgenica
of splies boibocpten.cely ware drisedwith CLH-FTTC.
ant1e-FITEC, (THER-IE L-Dllb-l."nl'.'l'-'.-il.!\.
CIH-PECT, OXEZalkypoocynin, aml BHL- 1I-
abphyocynny] mibhe Al gobing on CI8
RETMAC 117 cells v [ pand, qphea i
sepurated imin O 1™ and D1 1h* popelaticas teaer
nillle poaelc MHC 7DD celln were fother
o CTHSR™ (ke st showl el Lol annbpead
o ihe expremion of D&Y and (T8 G right
el Twl:lr.'pthl Fruund: ORI B
it B e DOGE2™ 0T Tigaie O MHC 1PCTN TR
celb ware aulpred for ibe expesson of M asd 7.0
(DAL Tower gy goeedl, pOIC ware idkentfied a
CTWS LT colls gaie AL 8, Using this gating

amateay, b frempencia of e ihms DU sbasts were i
o PR O T — 1,54
e = 50 of deee aninnds per stroin. Sea the o i
o
E 1.0
= 0.5
F

[ subeety e xhibited very differeni nophologion o ulinsinic-
tural festures. The population of D4 OC was (§e nos helermo-
geaenns, with e sinjornity ol presesting a lnrge md imegular
shipe with ralher o smll suckess aad o larg: cyloplasn conbining
numeETs veinukes 0 which helmpe oo Tl W some-
limes abserved CO4° DC were 0 onmemeoms poplaion of
metin-gie cell, with o Rgh nudesccyfoplasmic rli, o reg-
ular mckeus with dese chromotin am vy few cioplsmic vs-
kehes. The populilion of pOO wim very hamogeseous: Hese cels

I pOC (gate A)

[CJoxsz* co4 DG gate B)
[Cowez® cpd* 06 (gate )

wsprqm—umw Lewis  Brown-nopway
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FICURE 1  Sorirg asd morplelegy of spleic OC
awbawie & Cill sopaERr ilunmhhniq celix
irontaming wou of the low by celic
{containing masl of the C0G2"CD0 TR DC pC were

imbuad from Kigh-derray spleen culb after e of
BRC. T awd punid B call ceplatios war Brai perfonmed
bry awnduing cells wih o TORS and ol mbba
Colle wern then aiwed widh TOReS-FITL, CTdN2A-
FITC, (O bFITC, CITMSR-PE, and (T Akas-
Fhaor (47 mulbe. el CTHNET (T [ wrarw scvianl cn
n FACSAsia afier s FOT™ - eddle 1)

CT T ONER T CT -~ and CO D OO0 Tl anbe
sein of spleen OC wer imbial by FACE from kee-

derity pcalle, Celli ware strinad wilh TCRgs-
FITC. [T E-ATC, CTE-FE, asd C0HE- Ao &7
e, AT g OOGEZS TIPS el ware:
ik wwried o8 a FACS Ara akar exdalsg ATT" clls
iriphit, B Typical mxrphabosp of D st From SPT
rai aw e by eheciion n'?.;amn- s 5EMLN,

exhibikad o romed shope, an eccenine and dmeguor suckes, k-
geiter wilh o sinngly develnped enloplasni reticalum reins-
cel of tat cheanved In plosmocyies

Expreasiog of TIR aud SO02 allA Le g DO e

The expression of TLLRI-10 mANA wis 1seexsad in splem DO
anbezis fmn SPD s ielng real e quadillve PCR. Al TLR
mRNA were defected in al D sibests and i momeyies, tul e
levls of exprmlon siongly diffed, pOC were chansteried by
o sirong exprassing of TLRT and %, o mincere expression of TLR
1,010 exprosuing of TLRA il £ md 0 v ery low expresdan af
TLRL 3, 5% &, mmd 10 iFIg 3% Inconinsl (0027 OC aspresssd
o much beeasder mparinie of TLR, CTd° [T sxpressad high lev-
dxoiTLRY, 2, 3, aad 10 modemlke levels of TLRA 5 6 7. ond 9,
o very Jow, i ooy, TLRE, CIMT OO expressesd al TLR wilk
bigh TLRI, 2 3, el 7 kevels and low TLRA 5.5 8, 0 and 10
Leverls. The patiem of TLR mRENA expressiin wis ol asessad in

TRA R EA breply rvietve o APRT
-

| e
G+ O
= pr - EE_“E;:" FIGURE 1 TLE expruiion by sl DT sebarin

hiloo] scherenl moancyies, wiich eapessal bigh levels of TERL
23,4 T md B bow TLRS asd @ levels, mel very Jow TLRA and
10 Hecanse (e Tecuencies of DC subsels appeare] s depen-
deat, we delemined whether Te repeioie of TLR 2xpression wis
s inflnenoad by e geactic backgrnand. This same dobad pro-
e of TLR eaprssion wis fousd in Lewts smd BN s, wih he
excepion of TLRT mERA Thal echiblied lower expression o CD4”
O froim Lewis ondd BN Hen [ron SP'D s idai not shown).

NODZ ws ecenliy found o netiak PON recognition (2B 29
W oo ol ke eTLR, NOO2 ws diferentially acpresed in
[ aubests from SPUY mis, wilh CO97 DO expressing: 100l
miane BODI mENA than COG DO o pDC (Fig. 45, The same
ol wiE oinavel i DC mn B mis idaid mi sean). Tiken
irgaiter. thase datn indionle thab 13 CD4 DC Yave o beoader
repertnie of FRE mANAL I C047 el pIEC bave quile an op-
pestie TLR reperioires snd 35 fie PRE reperoie expresshn in DO
subuets 1x nod grin dependenl.

The wxproascs of TLEL-I woa e 1n kel

H rfMA propared from FACS -soned splecs pDC, C1-

= B, T4~ D, ] pergherad oo sdberme. moss-

eyt o 5P rade by ol e quamibeti e PCR. The

rare gaprosa] anarmin of HI'ET mHNA

papression sl represenl the e = 50 of des inde-

perdent saperizers For pOC, C1M7 [0, 004 T

anid Wery wirile peofles wers chuarved

-ihmﬁ’“ b rl..lnwldwl.l LI
[T | R T

e NA T T TR TR TIAT TeA

TR TR
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L G

ACUHE 4 %001 eaprezoan m sphnie DOC sohoets. BOUD il A
lewh srmmral n Fably rolied pine DC arbsc from S50 b by
ruemtitatrrs KT-PUH an deseribed 10 Moserish e Meileds. Randi o
promed b rwan & SOl theee axdopeaden] eaperimenis o shoam, s,
P o0l ew g a2 O daw, p -\.l.'l.llﬁl.

S D sy i) oond PN aF i DO sadesr oo

segpoee i TER o NOEL paion
W nel ooy ol whether the paliers of TLR oad X002 mENA
exprasdon absarvec] o e al ferent DO ssheei comrelabsd wih o
il respoeniveness b welldefined TLR oad MO02 lgands,
W Nl aesessed e efecls of ese ligansls o in i DO -
vl sl muiration. poc ol C1247 D7 exhimited an echemely
prar sponianeous sevivol of < 109 apon ouliare 0 mecium
done, oamsting will The 300 sponlineom secvbved mie af
OO 0 (Flg S, poC sl was greally eihaced by LPS

' New cely

o e caly

% i ralls

. A
" B [

laﬂ'é]a'!

AGUHE 5 [ vigcamvival of s D arboet & il of 256 00
FACS-moriad U from SO i o cdtassd. in triplicass for 24 b ia 200
I of cabrs readiom in e cheancs oo presacs of Effmen TLR ligasds
CHRLAL poby 140, LT, flagelin, W8 or O] 1 o PO, Lire calls
s can L,-Fﬂ.ts.ar':f:.d..'-. v p Topra-. Kirvibr
rembs wir chtried ia theee awbqurnkent experizna ad wrigh I from
the Lowi stexin. o, = 003 e o2 001 mwm, o o2 TR, o v
wih el cubard 11 mibien shs (s,

ITLRAY BB (TLRTE), Cphlits (TLRM, oml PON (NDOD)
o Wi ok afiacked by HELM (TLR MAL poly (15 (LR, or
Magelin (TLR%. €047 DO srdval win sroagly enhienced by
Higancs of TLR 24, 3, 4; i § o] MOD2, sihmosd oy med-
esily by TLRS ligards. o unallectei! by TLATE lganie The
sarvival of CIM' [0 wis slighlly increased by inggenng of all
TLR lesisd babwas aot slpnificanty nftuemcac by FON. The dais
deribed In Ag. 5 were obininad wilk SPD DT bat Lewis OC
exiihtel vary amikr responses (o 1ol skl

The Jevels of expression of CO60, CIEs md MHC T were
rmsamsn] on milakad SPO DOC after gating on 1ive cdls (A, &5
Agah, simflar rsponss wer obeerved with Lewis DC. Frsh
P eepressad low Tevieds of CLBS Tl aol CO80, whises CO4~
o CO4" OO ampressad ne CDE6 bt low CP8E0, O™ OO
o] g onkienely’’ npon cvemighi culiere. Coeeslabing wih
their eximmely poor servivel in the nience af sunivitg sigrak,
PO md O D @i not signifcunlly ap-regslae CDED or
COEE upan ovemighi culisre. Hirwever, simng op-reguliton of
TR anad C0RG o PO wam abeervad apon TLRTE il 0 ing-
paring bet B0l by offer TLR of POM. [Regding (T D, e
COEI Ievels ek ml algnificm iy dacreced by amy of e simili
sk, 8 compoad with Sl cullimad In nedinm done, whenss
CIeG expression was slightly lncresnesd by LPS, Nigelin, and
CpCi2006, Fiumily, o srorg ap-regelation of both CIED o ClOES
Wis phserv] on CIM° DO ppen TLR3, 4, W3, anil 9 ol KOOI
ingaering. Taken tgeher, lese dotn indcse @ oo coreaion
batwens the sirvhnl med malimiien incucsd by TLR Hponds sl
PNt OXR1™ D, In oontrot. LPS el IO Ineresees] supaval
of poc bat did el dnduce modnnbion,

To corrente the maumtion sihe of TC inducad by TLR Ing-
gerng with heir ARC function, we naolyeed their copacily o in-
dece prod it of legenec CO4- T cells (Flg 7. In ihis
experiment, DO wer dimulaksd foe 24 1, haresdsl washed ex-
kenmively, md lving O wereenunemied before beng mied wih
T cellz at o mila of one DO far fve Toells. Corelating will e
iy o Sroniansomly maure oo avernight ciliue, CD47
O indeced substantlal pobkmibm of C047 T celly, whenss
PO amt S04 DG did nok The stimiiory capeity of pOC wis

pOC Co4' o o4 0C
- - ] Cima £O8 WS H Cfsin ST EE N
L 3 i 1 i
L] ",
. H i il
[Sara B ¥ ]
- = ¥ J)
i, g 2 . I % .
gl |
U L el Mk L y
foon | |
o P PR P [
e R i 1
L ST ha ek e AN

FIGURE 6 ln visn sutmation of glesic IC aiboer The e
CEC DD, CT1M5, and MIIE 1 et ssosarlby FACS o bty mepeeloells
oraw SPO D ke for 24 in th e abmsmce o prrssvcs of (i TLR
Vigaeaks (HIKLM, b} LIPS, el HESR, or CpiX0g o DN
: ot agil . i E.w .apf':..... anl with
1K frosms the Lurin sroin. Stntistical anabyais wen purfomad a3 smas
fuoracais inkadty, Adsrida idcas saisicl sl (s, p
T AR Y TR P 1

87



The Joamual of [munalogy

MGLRE 7. Adepenec (14" T all probfssion inaegmave 1 TLI-
sirnalaed ypdenic D sxbate. A ooz (PO CTM" T celle 2 0 107
swers cubured for 4 oy with 4 30 10 TUH- ik I (43, CT - (L
o CIM ™ 000 Liswie D i roansd-botboms % all plates in the prememca of
[THIT8L £x the Lt & b, Phclfirntion swem ameved, ol renits me e
promed ai the mean ook per minae = 50 of batwern (ke asd far

i ting ke the dyper ol stivndation. Atk indicas abtie

. Atk celbe culinres e aadin bous Cinal.

ticd sigi
v (M e, o O] wm, o IEIL

stronghy enhanced TLRYVE and @ igeerng mamne modesly -
hanced by TLR4 and 3000, el wios urafeckd by TLRS aed 5
shrmulabion. The strongsl weifvaled of COd- DE AR s
w002, Tollrwead by TLRI md Men TLRA, 78, o @, whenss
TLRS triggerieg hod only murgim) sffects. The AT copcily af
CT™ T o ebmacesl by TLRA 0w 9 wnd NOD2 stimdation
tut a0t dgrifcmiry by ofter TLR lgation,

Cyinkir prodartion by syieen DT st i ease o TLR

The produetion of 1L-1 2p40 11K, THF-a, [L-5, md bype 1 TFN
Wik mzasied 4n the sapematil of TLR-simulaied SO 0C Fg
A5 In ngreenieni with oar previoos siady (255, we fond il C047
[ produced much digher TL-12p40 than C04" TE (10 Lo 3.
Kdil Migheer). Viery low levels of TL- 12pa0 were sometimes de-
fecterd in Hhe superanbni of CO4™ DO e in mediom akane,
Inchcnting sone degrse of oefivation Hkely due fo [he DC punf-
malan procedure. TLRY irigpering wis e stroagsst [L-12p40 n-
Hucer in C047 D fallowed by MOD2 ol TLR. TLRI md §
sHimulabons wee poor [L-12pd0 ncucers, whereas TLRWE 1i-
mands kel 00 reproduciblzefiacl. CE4- DO wene fousd (o prodace
vary low amamits of TE-12p0 apan sinuloon of TLRZS, 708
el 7. Rl poe poduce! Lo ge mmamis of 10-1 2p40 upan ligion

13

FIGURE B Cytckine prvkician by sphnic DO, Sphmre DO mbnata
fromn 51D catn mearw sortd by FACS andcukaed for 3 b0 3 100l i
e sbaerce o presmce of dffme & TLE ligasds (HKLM, byl 107, LIS,
Begellin A3, or CplIA0 or INGK. The arvcumaral - ﬁ‘.h-. LA
180, 1L 1, T Focr L s mravmnad bey LIS, Supeormbants wre
ecllertisd aral the sroomnts of typs | IR swers arssaed by by (L
Handis are expressed m e mam = 51 af thies experirens, Very siardar
rend s wors: chizinad with DO from Lewds mae, = = (U0 v, e (163
v, =t

0f TLR W8 amd © enchusively. Inou hods, e bioadive form of
TL-12 (IL-1 270 was detecied oaly In very low amouris (=c10d
pym) md by i ihe sipenmiet of TLRT b ol
TLRFE stimubiied CO4- DO and of TLRYE- Tul et TLR il
uliied pIxC (Fg 91,
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Sme

ILAZET0 pgimi

s PEyEC LP3  Rapla WEU Co3IRm POM
AGUHE %  [L-12p70 prochection by gk DC, Speaie [0 from SP0
rain were dimubied m described in Fig, B, asd ihe smowniaof IL- 13 70in

the mpermatanis were awanmed by ELEA Remubs are sxproased. a the
RN W ——

phoC prosdece] very Tage mnomnls of [L-6 when shmullsd
Hirongh TLRNE (= 10 np'l0° cllstml), & well 18 TLRY (=6 np'
). In contrat, D47 and OO OO procieced exireamely Tow, 0
my. 1145 using the mune siimulation condtions. poC were oiss
the mein prodecers of THF-a (10- bo 20ufold gher m 0e27
DO upon TLRWR aud 0 stinuloion. 1s coninst poc produced
wary Low, AF ey, TL-10 (=23 ng'miy. C04™ O produced nid-
erak kevels af IL-10 upos TLRY stimulation md low kvels upn
TLR4 slimulation. Conlmeing wih s edrensy poor procuc-
Hon of proinfanmebary cylokies o oompared with alker DC sub-
sets, CO47™ DO were M o produce modeni: tal quite vrahe
amounts of 1L-10 upon TLRT/E ind @ stimulalion. [n mgresment
with onr previous reporl (243 we confinn in (s siedy thal poc
were [he oly calls i produce pe | [FN, s determinad by m in
viirg Moy, with R baiag (he sirongest (e, I conirmt
ta Cpid bype A CPOI216 ot inducad vary high anoents af type
TIFN (234, fhe type B Cpd X006 was o pooc inducer.

On acell bosk fhere was no simin-dependent difierences in e
amounts of [L-12p30, [1-6, o THF-a producsd by the O Ferent
[ mubgls In resporse o TLR™2 asd 7 idaty a0l shown ). We olso
mmaserl whether CTM0 inggering could synergize with TLR stin-
ulntion in inducing [L-12pd0 production tn DC sibsets. Mo sy-
ergistic efett was phserverd for pIC, wherns o nodemie syner-
gisic efect betwaen COGAL aad MOD2 of TLRY, md betvas
CIIL and TLRWE or 9 iriggeriag. wies pleervexd 0 (he iuction
af IL-12p40 by CTH™ andl CD4- DO, mepectively (k. not
show). Fimaly aad In mgreement wilh our previons shidy (251 we
couldl nal significastly or epredacibly delac [FN- 1n the siper-
nalant of any stimolated al DC subee (doin ok shean

Expression of TLR nigamkap meiernles i spleen IO sliess
According bo anr resulls, despiteaxpressing e broodesi reperiine
af FiRR among D subeets, CO™ OO axhiblied poor respomive-
nest ioall the PRR lgmds teded in (s shedy, al lesst inovilm
Hecose his could be erlaked o O ferentiol inrecelluor TLR sig-
niling. we armlyzed he expression of MyDSE. TRAFG md
IRAKS mANA In DT sibseis (Ag. 100 In the three skins mn-
Iyzed (SPOL Lewis BNL MyDEE ond TRARS mRMNA wers
sirorgly expremed i1 DO, wih pDC expressing, significanily
higher levels o 0R2T O, med he COD47 ond CT4” sphsels
expressng Amilar kvels IRAKS nRNA wos expressed of very
low levels in pOC @ad was uxkeeciable in OXaIT D

[Hizrussion

In This shudy, we Torve assessad (he PR reperoine of [hree DO
mybs2is thal we aud alters hove chamcterisd in the ol gplsn
namay COd- D, COd O, oad pC. These three 0 suheeis

A

1

MK AN

FIGURE 10, MDRE GLL TRAR (8, asd IRAKA 0 eaprosion is
mpkenic DO mabia, Syl B8, TRARE, and IRAKA mENA krveln wore xus-
mrad in fexkly Bakuied sphmic DC swhoets from SPO mis by quasiiaie
HT-WTR m described 10 Melzirindy ol Medboddy. Hemd i expromad m ihe
reen = 50 of ihres indepeackest experizenin ore shows. Smikr poflka
were chwarred in [0 fron Lewn or BN rain, os, p 2 DO,

exhite. specific surfoce phenalypes and mophakogies, Thes:
iferences exbend 1o the capmely of each subsat b raspond by
specific PR Bgands and ko (e bype of respome Wihenss 0
sabset frequencles were siongly simin depencent, the profle of
TLR expression ol responsdveness 41 (e difeent sphs2is wis
conserved batwesn simims CO4° DO md pDC exhibiied cuike
oppasile repartoires (it comakuad with [heir in ¥iim resparsive.
naz i vanos PRI lgands. However, the plsieiy of be re-
sponss wim vary limitesl. In coninst CDde DO disployad te
brosbasi repertaire of FRR. including Yigh levels of NOD2 bui
wery limites] rasponsivenss o PRIZ Tgands ond were exiremely
poor prodacens of cytokines i1 peneml.

In agreenent with o racent sindy performed n e maouse by
Aswein-FPatored 21 0l (34, we fonnd i e raqueacy of pOC in
the spleen wis strongly simin depencent. This wis gl free T te
oher DC sebeets, alhough o o lesser edenl. Tius, Lewis mis
heri e 3- 0 4-Told mare pOC han (ke afber straies lesisd, od BN
mis have the Dighest munbes of D47 DC. The el Dot OC
sibsets oould Infleence Th1 of Th responees (5) mokas (e Al-
Terence bebween (b Lewis md BN simins especially relevaat. In-
fead, Lewis nis me nown o be prone to severdl Thil-madaesl
micimmane disecses while teing resiskl o (o mediaked by
Thi, wheteas HN mis betove oppasiiely (310 Mopover, we
showad [hob CDd+ DO weere (ke only DC subset 0 promoke [1-
13-praducing CDA™ T cells (2%) md thal matire pOC drive Thi
diferantintion (24). Whehar the A Ference In DC subset numbars
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betwazn sirmins i genelically detenmined or rafter T cell depen-
dent remuE o be imvestigiiad A sy by Lio et al. (32) ag-
geskad difereaces in TLR expression befween BALBAN md
C3TELAS OC. Allough [he levels of TLR and ROD2 mRNA ex-
pression Gl diferad betwaen ml "rains (dak 1ol shown), De
profie of @xch DC sibsst wis Smilor tnoall simiee The (@l o
we delaciacd ol TLR mRMA Inoll DC is dus ba the Jigh snsitily
al pur PCR technlqee. 'Weconfimmesd thal ral pOC heve Drasiekeksd
TLR reperiaire with high levels of TLRT aud 924} o potiera fiot
Ix coreervad n hunm (3}, o well as murine pDC (17, 333 The
exprassion af afker TLR In murine piiC 15 nol 18 clemr. probably
bacaue af differnl sndtvities in e PCR nerhed ussd o d9if-
fereni party o thae origin of the pOC stndisd. 1 o previos
study, we found pOC b kiionally express ow levels of TLR1
e 5 mAMNA miler than TLR2 ox found in the presend sy, This
15 kely due 1o 0 lechinicd] chnge (T probes i (s sy vs
SYBR Creen inour pevious sudy). TLR4 was 1ol foid in -
man pOaC, wheres §15 expression in nonse was dekeciad in tymic
33 tul a0l n spleen pOC (170 W Tousd very low levals of
TLRA mRANA in mi splsen pOC, which correlaled wilh o partinl
raspens2 b LPS in vitra (sereival). Ancther Afereace batwaen
husnan o resleat OC concems TLRY, which i resirictesd o pDC
in husnan bacd, bab which 1sexpressed fa oll spleea DT subseds in
mice (16 170 asd inomis, o5 shown in (s sy, However, (F i
difeull ko drew conclodons e fore TLRS axpresdan in Kimphaid
arga-derved DO bs been assessacd ia humans In facl o recent
studly T shown sirmg TLRD gene expresdon in BOCAS™ ton-
sllar DT (340 Like Tuman CO e ™ D, 0627 mt DE @apresssd
a mich broxier TLR mperoire than pDC, The nain Rabire of
CI™ DT, compored wilk oher subhsels, wis o high exprsson
of TLR3 and 1L @ very dow expression of TLR? &nd 1 barely
delaciable TLRE. Finally, C09™ DC eapressad all TLR logether
with high kevels of NOO2.

The repertaire of PRE expraced by CD ™ mid pOC comala
with fheir respondveness o speciic ligaads md thal s o
sutseis respondad in quike o shereobyped fehion pOC nespondsd
spacifically o TLR¥2 and TLRY stimukitan by strviving, natur-
Ing, auid preducing Ngh anons of [L-12p0, 116 md THFa
but gl [L-10 wher=es CO47 DT resporded 1o TLR2G, 3, 4, 5
@1 9 by murviving, mairing, od prdocieg high 112340 low
IL-10, very low TNF-a, md ma IL-5. Both pOC and 147 DE
producad, however, very v mmounls of e boacive [L-12p70
suggesting (o, al lemst in (hese fn vitro stirulalion comdiloms, e
P40 chnin wis prochiced In very lmge excess. ‘Whether an uidi-
Honnd signal such s (RS- or IL4 priming (35) migh! be saces-
iy for optimal [L-1 2970 production n mk DC i cumently undar
Investigoiion. W previonsly demaasimted (hot the simulohan af
pOC. Tl net other DC subsetx, with infleam ving inducesd on
olterante pspoase clancterkaed by high bype |TFR bl very Tow
IL-12, -5, and THF-a productian ma poor seceival G240, In this
previous siady, we abo fourd pDC W be poor producers of
THFa. 1o Tt wewere usig e muri e-specific Cpo OON 162
Instemd of the Junan Cpd OON 3006 (ot b more efckent far
Inccing THFa, 15 well os [L-12 In mt DC, ol manesver, e
efectof RE was g0l msessed 10 our st study of ml poc. poc
were mohually the skongest progucens of aolonty TNF-x tul olso
IL -6 thal was seceied In exiemely high anounts. The oot (ot De
production of L+ wis mstrickd 1o pOC in e ral |5 surprising
bz e [his i pof hecase in bunam (0 of inomice (345 A racent
stuly Indiented Hial pOC-preducest 116 ployad o rdle i B call
diffzrentiatian and |y praduciion (373 Production of [L-5 Ty con-
wentioanl DT in respomse o TLR Hgotion during infection could in
mkition be crticnl far T cell aciivolion by olowing pafbogen-

1ms

specific T cells o overcoame the supprsdye effacl of CO47
s Tols (3L

In coniastto ofher D sabsets arwl despite being equipped wih
e broacest reperoire of FRR. of lemd 0l (e mENA level CD47
I extibiked paog responstvenes o TLR and NODS Tgans, The
expression of costirmlaiony molecules on CD4T D was only
maEmlly ofeckd by TLR ligation, suggesting thal e effsc) of
mechmikl of chemienl dresas Induesd diciag the puniention
procedure was demimaat over TLR sigraling. Their cypickine pro-
il wos chomcierized by low TL-12p30 aad mockemibe [1-10 pro-
dection in regpons: o TLRXS, W3, and 2. It is passble (ot their
Tull aciiv oon reqeires synergidic sigmks from diereat TLR (39,
400 T4 O were Tound ko stimulake CO4T ol COAT T cells
wary eficiently and wer siown o iduce Th cels in viko, prob-
bty using o T1-12 isdependen | paitrary, bogether wil low num-
bers of N7 IL-13-prodlacing Th cells (25, [0 the skexty-slake
spleen, Mhese DT (hat coexprass 1gh evels of OO ond SIRPa
ke ules were famed o fomn o rieg eronnd the T cell arem il
Upon Ly, LS ) ection, CDI7 20 O mlocated o e T ool e
md exfibites] m iacreme in castmolobery molecule exprston.
Whether the affsct of LPE m1 CIM7CO172I07 ral OC In vivo I8
dliract ar 1ol 1s unkaowa. literadingly, sibsss af 04 TCD172%
od 04 "0 172 O were olsn ideatifiad in iffereni fpmph and
mesenieri: Tymph aodes by ofbers Q1. 11 s templing ko speoul sk
Tt | (e subeceds are reladed b0 Mespleen 047 and O D0 we
derrites] here, however, alliough spleaic D are Nood-denived
cells, and D cireulofing in Iymph ae Hssie denived Recent re-
poris suggest the anifying hypathesis thal most i mat all lym-
pioid organ OC are moncoyle-denvad (42, 43). In addition, @
recent rpefl das shawn, In (he ral, Al g COd3* subset of
dreulaling monccyte coukd diferentiate in inkestil mph
CO4TCON72%* 1nd COd - C0172" OC in e abseioe of in
Nommmioey shnuli (441

Alhaugh mt DT do mal exprass CIE, mxde nice D, e recenl
damriphion ofoCDd™ mhselof D Inmice (457 mukes the oon-
pariscn batwsen moe md mb OO noed easien D47 mt OC
reseinbde mose COTCDAT 0 both ore fourd in ke marginl
aone, express ol TLR, me poor prodacens of inflomnaboy op o-
kines, tal ere polenl stimulilons of dlogeneic T oolle Rob O34
[ sae nmy commes fentures with nouse CO47COET DO
boih ore found in T oel] areas o rexd pulp, express High TLRS i
wary low (i) o no imouse) TLR? (1), ane the muin prodacers of
IL-12, potent simulntos of CO4- bl 0ol COE T odlx (25, 48,
md ar Thl indicers (1E 231, Recently, we showad [t snllk:
CO4™ o pIC, CI4 D aRe very eMciest of phogocylosing mp-
opintic cells (261, 0 property staisl by COMTCDRT DO 0 He
maise (470 Holl ml COE™ (43, 495 and motee CDAT (500 OO
sabsetx b oo suggesiad b ploy o e in se Ftoderance. How-
evar, ek polent phagoeytic oeiivily, e miher g TLR rep-
ertaire, e ther capacty bo prodace high [L-12 olso spggesi o mke
in inmure resporses o intrcelular pafhogens.

To conclude, ogeiker wih recenl dak chiaissd i homomes el
i mice (4%), oar reslis saggest that the spacializalion in pathagen
recagilion copacity and immane fancions of DO subses 15 r2-
otively conserved tetween species. Oor resulis indicote thal the
diferentinl expression af PRE in OC sits2ls 1s ook Umited 0 TLR
bl s also tree for KOOX Fimlly, the miher seractyped mspos:
of ech splenic DO sibet sgpeds (ot heir nirisk posicity is
Himitel.
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II. Article2

Les cellules dendritiques conventionnelles versus
plasmacytoides controlent différentiellement
P’activité suppressive et la prolifération des

cellules T régulatrices

Par : Asmahan OQuabed, Frangois-Xavier Hubert, Dominique

Chabannes, Michele Heslan, et Régis Josien
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I1.1 Résumé de ’article 2

L’anergie et la suppression sont des caractéristiques fondamentales des cellules TCD4"
CD25" FOXP-3" (Treg) qui sont controlées par 1’état de maturation des cellules
dendritiques (DC). Cependant, les capacités des populations de DC des organes
lymphoides a controler les Treg restent inconnues. Ici, nous avons analysé, chez le rat,
le role des DC spléniques conventionnelles CD4" et CD4’, et des DC plasmacytoides
(pDC) dans la prolifération et la suppression des Treg allogéniques in vitro. Comme
attendu, en absence d’IL-2 exogene, les Treg ne proliférent pas en réponse aux DC
immatures. Apres maturation via les TLR, toutes les DC peuvent devenir de puissantes
stimulatrices des cellules TCD4" CD25’, tandis que seules les pDC matures stimulées
via TLR 7 ou 9 induisent en absence d’IL-2 exogene une forte prolifération des cellules
TCD4" CD25" FOXP-3". Cette capacité des pDC a induire la prolifération des Treg est
indépendante de I’IL-2, nécessite un contact cellulaire et est partiellement dépendante
de CD86. Dans des tests de suppression, les T reg suppriment fortement la prolifération
et la production d’IL-2 et d’IFN-y produits par les cellules T effectrices induites par les
DC CD4" et CD4 matures. En présence de pDC matures, les cellules Treg suppriment
la production d’IL-2 mais pas la prolifération ni la production d’IFN-y des cellules
TCD25-. Ainsi, ces résultats suggerent que I’anergie et la fonction suppressive des Treg

sont différentiellement controlées par les populations de DC.
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SUMMARY

Anergy and suppression are cardinal features of CD4"CD25'FOX-P3* T cells
(Treg) which have been shown to be tightly controlled by the maturation state of
dendritic cells (DC). However, whether lymphoid organ DC subsets exhibit
different capacities to control Treg is unclear. Here, we have analyzed, in the
rat, the role of splenic CD4" and CD4  conventional DC and plasmacytoid DC
(pDC) in allogeneic Treg proliferation and suppression in vitro. As expected, in
the absence of exogenous IL-2, Treg did not expand in response to immature
DC. Upon TLR-induced maturation, all DC became potent stimulators of
CD4'CD25 T cells whereas only TLR7 or 9-matured pDC induced strong
proliferation of CD4*CD25"FOX-P3™ T cells in the absence of exogenous IL-2.
This capacity of pDC to reverse Treg anergy required cell contact, was partially
CD86-dependent and IL-2-independent. In suppression assays, Treg strongly
suppressed proliferation and IL-2 and IFN-y production by CD4°CD25 T cells
induced by mature CD4" and CD4  DC. In contrast, upon stimulation by mature
pDC, proliferating Treg suppressed IL-2 production by CD25" cells but not their
proliferation or IFN-y production. Taken together, these results suggest that
anergy and the suppressive function of Treg are differentially controlled by DC

subsets.
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INTRODUCTION

Naturally occurring CD4*CD25"FOX-P3™ T regulatory cells (hereafter referred to
as Tregs)* play a major role in the peripheral tolerance of T cells by controlling
potentially deleterious self-reactive T cells that have escaped thymic clonal
deletion (1). A role for Tregs in several auto-immune diseases has been
demonstrated (2) and Tregs also appear to play an important role in various
models of allograft tolerance (3). In humans, like in mice, Tregs are mainly
present in the CD4*CD25"9" T cell population that represents 5 to 10% of CD4"
T cells (1). The precise phenotype of these cells has been determined and
differs from that of activated conventional T cells. Tregs express high levels of
CD25 (4) and, in humans, they can express several additional surface markers
such as CD62L, CTLA4, CD103, GITR or HLA-DR (1). Tregs are generated in
the thymus and re-circulate through secondary lymphoid organs. Their
development is tightly regulated by the expression of a specific transcription
factor called forkhead box P3 (FOX-P3)* that is also required for the
suppressive function of Tregs. The induction of Treg activity requires TCR
triggering and is therefore antigen-specific (1). However, once triggered, the
suppressive activity of Tregs is not specific and can therefore target both
antigen-specific and non-specific T cells (1). Although still controversial, the
mechanism of action of Tregs appears to require cell contact (5), at least in
vitro. Moreover, interleukin-2 appears to be critical for both the homeostasis (6)
and the suppressor activity (7) of Treg, although a major feature of Treg is their
capacity to suppress the production of IL-2 by effector T cells (8).

The homeostasis and mechanism of activation of Tregs in vivo remain poorly

understood. In vitro, Tregs are known to be anergic or at least hypoproliferative
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as compared to CD4°CD25 T cells (1). However, recent studies have indicated
that in vivo, Tregs (9) or a subset of Tregs (10) actively proliferate in lymph
nodes and that, in vitro mature dendritic cells (DC)* could reverse the anergic
state of murine Treg although this required in many cases high concentration of
exogenous IL-2. DC are the only cells able to stimulate naive T cells and are
therefore considered as the main antigen-presenting cells to T lymphocytes
(11). A critical step in the life of DC is their maturation, which endows them with
potent T cell stimulatory activity and is triggered by various signals such as TLR
ligands or inflammatory cytokines (12). In contrast immature DC have been
suggested to induce or maintain peripheral T cell tolerance and in fact, most DC
found in secondary lymphoid organs exhibit an immature phenotype in the
steady state (13). In addition, functionally different subsets of DC have been
described in human blood and rodent lymphoid organs (14). For instance, three
DC subsets can be defined in rat spleen: conventional OX62"CD11b"CD4  DC
(hereafter referred to as CD4" DC) and CD4  DC (hereafter referred to as CD4
DC) (15), and plasmactytoid DC (pDC) which are OX62°CD11b” CD4"9"CD45R"
(16). Both subsets of conventional DC express a large repertoire of TLR but
only CD4" DC produced high levels of IL-12 (17), whereas pDC selectively
express TLR 7 and 9 and produce large amounts of type | IFN as well as IL-
12p40. In the steady state in vivo, the phenotype of pDC is immature and their
role in T cell stimulation remains controversial (18). However, pDC can be
recruited in inflamed lymph node and once mature, pDC can efficiently stimulate
naive T cells (16).

Thus, because T cell areas contain several DC subsets (14), an important

question is whether in vivo expansion of Tregs is dependent on a specific DC
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subset. (19). Moreover, the manner in which Treg homeostasis and functions
are regulated by DC in vivo is mostly unknown. One hypothesis is that Treg
functions are mainly regulated by DC maturation state inasmuch as Tregs are
strongly suppressive when DC are immature, whereas DC maturation leads to a
blockade of the suppressive effect of Tregs (20). However, conceptually it might
be more important that Tregs can regulate when immunity has been triggered,
i.e. when DC are mature, rather than during a resting state, i.e. when DC are
immature. In addition, it is possible that Treg expansion and functions are also
regulated by the DC subtype involved in T cell stimulation.

In this study, we have analyzed the capacity of rat spleen DC subsets to induce
allogeneic Treg proliferation and suppressive function in vitro. We found that
mature pDC, but not conventional DC, were able to reverse Treg anergy in an
IL-2 independent manner. Furthermore, we show that whereas Treg strongly
suppressed proliferation and IL-2 and IFN-y production by CD4*CD25 T in the
presence of allogeneic conventional mature DC, they suppressed IL-2
production but not the proliferation or IFN-y production by CD4"CD25 T cells in

the presence of mature pDC.
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MATERIALS and METHODS

Animals

Sprague Dawley (SPD), Lewis and Brown Norway (BN) rats were obtained from
the Centre d’Elevage Janvier (Le Genest Saint-Isles, France) and were used
when 6-10 weeks old. The study was approved by our Institutional Review
Board.

Reagents

Polyinosinic-polycytidylic acid (Polyl:C) and LPS were obtained from Sigma-
Aldrich (St Louis, MO). The phosphodiester oligonucleotide containing the CpG
motif (CpG ODN) 2006 was synthesized by Sigma-Genosys (Saint Quentin
Fallavier, France). Loxoribine was purchased from Invivogen (Toulouse,
France). The murine CD40-Ligand (CD40L)-human CD8 fusion molecule was
kindly provided by Pr. Y. Choi (Department of Pathology and Laboratory
Medicine, University of Pennsylvania School of Medicine, Philadelphia, PA).
Carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFDA SE, CFSE)* and 7-
hydroxy-9H(l,3-dichloro-9,9-dimethylacridin-2-one , succinimidyl ester (DDAO-
SE)* were purchased from Molecular Probes (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France).

Antibodies

The following mouse anti-rat monoclonal antibodies (mAbs)* obtained from the
European Collection of Cell Culture (Salisbury, U.K.) were used for cell
depletion, cytofluorometric studies and cell sorting after coupling if necessary to
FITC or AlexaFluor 647 (Molecular Probes — Invitrogen): OX35 (CD4), R7.3
(TCRaf), OX42 (CD11b/c), 3.2.3 (NKR-P1A), OX62 (integrin E2 chain or

CD103), and OX39 (CD25, IL-2R -chain). HIS24-FITC and -PE (CD45R),
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OX35-PE (CD4), OX8-PE (CD8a) and OX6-APC.Cy7 (MHC Il) were obtained
from BD Pharmingen (San Diego, CA). Anti-rat FOX-P3-APC mAb was
purchased from EBiosciences (San Diego, CA). Rat IL-2-specific and blocking
polyclonal goat IgG was purchased from R&D Systems (Lille, France). A
blocking mouse anti-rat CD25 mAb (clone ART-18) was provided by Pr Y.

Jacques (INSERM U601, Nantes, France).

Dendritic cells

Spleens were minced and digested in 2 mg/ml collagenase D (Roche
Diagnostics, Meylan, France) in RPMI 1640/1% FCS for 15 min at 37°C. EDTA
at 10 mM was added for the last 5 min and the cell suspension was then
pipetted up and down several times and filtered. Cells were separated into high
density cells (containing most of the pDC) and low density cells (containing
most of the conventiona OX62" DC) using a 14.5% Nycodenz (Nycomed, Oslo,
Norway) gradient centrifugation as previously described (15). Low density cells
were stained with TCRa/B-FITC (clone R7.3), CD45R-FITC (clone HIS24),
CD4-PE (clone OX35) and CD103-Alexa 647 (clone OX62) mAbs. OX62"d"
CD4 and OX62°" CD4"9" cells were then sorted on a FACS Aria® (BD
Biosciences, Le Pont de Claix, France) after excluding FITC" cells. Purity was
routinely >97% and >98%, respectively, for CD4" and CD4  DC. pDC were
isolated from high density spleen cells after removal of red blood cells. T and
partial B cell depletion was first performed by incubating cells with anti-TCRa/3
and v/6 mAbs (clones R7.3 and V65, respectively), followed by a mixture of anti-
mouse and anti-rat Ig-coated magnetic beads (Dynal, Oslo, Norway). Cells were

then stained with TCRa/B-FITC (clone R7.3), CD45RA-FITC (clone OX33),
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CD11b/c-FITC (clone OX42), CD45R-PE (clone HIS24) and CD4-AlexaFluor®
647 (clone 0OX35) mAbs and CD45R*CD4"9" were sorted on a FACS Aria®
after excluding FITC" cells (see Fig. 2A). Purity was routinely greater than
97.5%.

T cells

Lymph node CD4" T cells were obtained by negative selection of CD11b/c”,
NKR-P1A* and CD8" cells using specific mAbs (clones 0X42, 3.2.3 and OX8),
followed by anti-mouse IgG-coated magnetic beads (Dynal). Purity was
routinely 299%. Cells were then stained with CD8-PE and CD25-Alexa 647
mAb and sorted on a FACS Aria, after gating out CD8" cells, in CD25", CD25'%
and/or CD25"9" cells (see additional Fig. 1)

Dendritic cell stimulation

Sorted DC subsets were either used immature or stimulated for 24h at 5x10%/ml
in the presence of polyl:C (50 ug/ml), LPS (0.5 pg/ml), CpG2006 (10 nM),
Loxoribine (100 ug/ml) or soluble mCD40L-hCD8 fusion molecule (1/1000
supernatant dilution). Cells were recovered and washed three times in complete
medium before use in MLR.

Mixed leukocyte reaction and suppression assays

DC were cultured with allogeneic CD4" T cell subsets in round-bottom 96-well
plates in a final volume of 200 pl of complete RPMI. After 4 days at 37°C in 5%
CO,, cultures were pulsed for the last 8h with 0.5 uCi of [PH]TdR (GE
Healthcare, Orsay, France) per well. The cells were then harvested onto glass
fiber filters and [PH]TdR incorporation was measured using standard scintillation
procedures (Packard Institute, Meriden, CT). In transwell experiments, MLR

were performed in flat-bottom, 96-well Transwell plates (Corning, Avon,
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France). Wells were pulsed with 0.5 uCi of [3H]TdR, and cells of the upper and
lower compartments were then harvested onto glass fiber filters for
measurement of [3H]TdR incorporation (Packard Institute).

Flow cytometry

Proliferation assays: T cells were labeled with CFSE (5 uM) or DDAO-SE (5
uM) for 5 min. at RT and then washed twice with complete RPMI. Proliferation
of T cells induced by allogeneic DC was assessed by the dilution of either
CFSE (excitation 488nm; detection 530/30 nm) or DDAO-SE (excitation 633nm;
detection 630/20 nm) on a LSR Il cytometer (BD Bioscience), thus enabling
proliferation of both CD4*CD25 (DDAO-SE) and CD4*CD25"¢" (CFSE) to be
assessed simultaneously. Before analysis, cells were stained with MHCII-APC-
Cy7 mAb, the MHC Il high cells (DC) were gated out and dead cells were
excluded by DAPI. FOX-P3 staining: intracellular FOX-P3 expression was
assessed by flow cytometry on resting CD4" T cells or stimulated and CFSE-
labeled T cells following the manufacturer's recommendations (E-Biosciences).
Cell enumeration: the numbers of cells in the MLR wells were evaluated by flow
cytometry using Cytocounts number-calibrated microbeads (Dako, Trappes,
France).

Cytokine production

The production of IL-2 (R&D systems), IL-10 and IFN-y (BD Biosciences) in the
supernatants was assessed by ELISA.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the student’s t test.
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RESULTS

1. Mature plasmacytoid but not conventional rat DC subsets reverse in
vitro anergy of CD4"'CD25'FOX-P3"* T cells in the absence of exogenous
IL-2

In the rat, 10% of lymph node CD4" T cells expressed FOX-P3 ( Fig. 1). CD4™ T
cell subsets were separated by FACS into CD25, CD25°" and CD25""
subsets and FOX-P3 expression was analyzed on sorted cells. More than 70
and 85% of CD25°" and CD25"" cells, respectively, expressed FOX-P3
whereas only a small subset (2.6%) of CD25" cells expressed FOX-P3 (Fig. 1).
We next sought to determine whether splenic DC subsets had differential ability
to stimulate the proliferation of allogeneic CD25™ and CD4*CD25"%" T cells in
vitro. We have previously described three DC subsets in the rat spleen: OX62*
CD11b/c* CD4 DC (CD4 DC), OX62" CD11b/c* CD4" DC (CD4" DC) which
are both conventional DC and pDC (OX62 CD11b/c” CD4""CD45R*) (15, 16).
DC were sorted by FACS and used, either in their immature state (freshly
isolated) or after maturation induced by various TLR ligands or CD40L, to
stimulate allogeneic T cells (ratio of 1:5). As shown previously (15, 16), freshly
isolated CD4" DC nut not CD4" DC and pDC induced low-level proliferation of
allogeneic CD4'CD25 T cells (Fig. 2A). All of the immature DC subsets
induced no or very low-level proliferation of CD4*CD25"" T cells (Fig. 2B).
Following stimulation by TLR ligands, all DC could become strong stimulators of
CD4'CD25 T cells (Fig. 2A). The lack of stimulatory activity of polyl:C on pDC
and loxoribine on CD4  (Fig.2A) correlates with the absence or very low
expresion of TLR3 and TLR7 by pDC and CD4" DC, respectively (17). Unlike in

human, rat pDC express low levels of TLR4 and exhibit in vitro response to LPS
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(17). Interestingly, only pDC stimulated with either TLR7 or TLR 9 ligands
(Loxoribine and CpG2006, respectively) were able to promote strong
proliferation of CD4'CD25"%" T cells (Fig. 2B). Of note, this proliferation
occurred in the absence of exogenous IL-2. Mature bone marrow-derived rat
DC were also very poor inducers of allogeneic Treg proliferation in the absence
of exogenous IL-2 (data not shown).

In most of the following experiments we focused on TLR9-stimulated DC.
Indeed, all DC subsets express TLR9 mRNA (17) and exhibit a response to
CpG2006 in vitro as assessed for instance by the equivalent upregulation of
CD86, CD80 or MHC Il expression on stimulated DC (17). Moreover, all
CpG2006-stimulated DC subsets induced strong proliferation of CD4"CD25
allogeneic T cells (no statistical difference in the mean proliferation of > 10
exp.). We confirmed that CpG-stimulated pDC induced potent proliferation of
CD4*CD25"" allogeneic T cells across all DC:T cell ratios tested (Fig. 3A),
whereas CD4™ DC were always unable to promote proliferation of CD4*CD25""
T cells and CD4" DC induced no or only modest proliferation, differences which
held true from day 2 to day 5 of the MLR (Fig. 3B). A similar profile was actually
also observed with CD4*CD25"" T cells (data not shown). To confirm that pDC-
induced Treg proliferation was alloantigen-specific, we compared the
proliferation of CD4*CD25"" T cells to syngeneic or allogeneic CpG-stimulated
DC in either FCS or normal rat serum (NRS)-containing culture media (Fig. 3C).
In both FCS and NRS, the proliferation of Treg induced by pDC was much
stronger in allogeneic than syngeneic conditions.

An important issue that needed to be addressed was whether mature pDC

induced proliferation of FOX-P3 expressing Treg rather than contaminating
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CD25'FOX-P3" T cells that account for 10-13% of CD4*CD25"" T cells (Fig. 1).
For this purpose, T cells were labeled with CFSE after sorting, stimulated with
CpG-matured DC for 4 days and then stained for FOX-P3. As shown in figure
4, the three DC subsets induced similar levels of CD4"CD25 T cell proliferation.
Importantly, we did not observe any significant differences in the percentage of
FOX-P3* cells in these conditions, indicating that allogeneic DC-mediated
stimulation did not induce CD25 T cells to express de novo FOX-P3. In our
hands, after 4 days of culture in medium alone, FOX-P3 expression was no
longer detected in the few surviving isolated CD4*CD25"™" T cells (Fig. 4).
However, 50-60% of these cells were found to express high levels of FOX-P3
after stimulation by mature pDC, of which more than 90% had divided, whereas
CD4" and CD4  DC induced very little division of FOX-P3" cells (Fig. 4). As
shown later, counting of absolute numbers of divided and non divided T cells in
MLR after stimulation by DC subsets correlated with the 3H-thymidine
incorporation data regarding the capacity of pDC, but not conventional DC to
expand CD4"CD25"9" T cells.

We next assessed whether Treg anergy in response to allogeneic CD4" and
CD4 DC could be overcome by exogenous IL-2. Controls performed with
CD47CD25 T cells showed that, as expected, their proliferation was enhanced
by exogenous IL-2, whatever the nature of the APC (Fig. 5A). Although
exogenous IL-2 also led to CD4 and CD4" DC promoting Treg proliferation, at
least 1,000 U/ml of IL-2 was required to induce the same level of Treg
proliferation as observed with pDC in the absence of exogenous IL-2.
Intriguingly, no significant effect of IL-2 on the proliferation of Treg induced by

pDC was observed (Fig. 5B).
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Therefore, in the absence of exogenous IL-2, mature pDC, but not conventional
CD4 and CD4" DC, reversed the so-called anergic state of Treg in vitro. This
function of pDC is probably dependent on the maturation state of pDC rather
than on a specific effect of TLR9 stimulation, as similar activity was found after
TLR7-induced maturation. Additional experiments showed that the stimulatory
effect of pDC on Treg was dominant as Treg anergy was reversed by pDC even
in the presence of allogeneic CD4" or CD4 DC (data not shown).

2. Mature pDC-induced Treg proliferation is contact and costimulation-
dependent but IL-2 independent

To analyze the role of soluble vs. membrane bound molecules in the stimulatory
activity of pDC on Treg, we performed experiments in which the different cell
subsets were separated by a semi-permeable membrane (transwell). The
results presented in figure 6 indicate that the stimulatory activity of pDC on
Treg is dependent on cell contact. In addition, the lack of proliferation of Treg
when stimulated with CD4" DC could not be overcome by soluble factors
derived from an MLR between Treg and pDC (data not shown). Because
mature but not immature pDC promoted Treg proliferation, we assessed
whether CD80 and CD86 were involved. As shown in figure 7.A, mature pDC-
induced Treg, as well as, CD4"CD25 T cell proliferation was inhibited to the
same extent by CTLA4-Ig. Treg proliferation induced by pDC was mostly CD80-
independent but partially CD86-dependent (Fig. 7B and C).

We next assessed the role of IL-2. Several groups have shown that Treg cell
proliferation in vitro is dependent on IL-2 produced by contaminating FOX-P3" or
CD4*'CD25°" T cells. Upon stimulation by CpG-stimulated DC subsets,

CD4'CD25 T cells produced substantial amounts of IL-2, with a peak of
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production at day 4 (Fig. 3B). In contrast, hardly any IL-2 was detectable in the
supernatant of CD4'CD25"™" T cells, even when stimulated by pDC and
therefore undergoing proliferation (Fig. 3B). The proliferation of CD4*CD25"e" T
cells induced by allogeneic mature pDC was not inhibited by a neutralizing rat
IL-2 polyclonal Ab, which strongly inhibited CD4*CD25™ T cell proliferation in the
same conditions (Fig. 7D). A similar inhibitory effect of IL-2 blockade was
observed following CD4"CD25 T cell proliferation induced by CD4"* or CD4 DC
(data not shown). Additional experiments performed with the blocking rat CD25
ART18 mAb also suggested that pDC-induced Treg proliferation was mostly
CD25-independent (data not shown). Taken together, these data indicate that

mature pDC induce IL-2-independent Treg cell proliferation in vitro.

3. Differential effect of DC subsets on the suppressive activity of
CD4*CD25" T cells in vitro.

We then assessed whether the suppressive activity of Tregs on
CD4"CD25 T cell proliferation was also differentially regulated by mature DC
subsets in MLR. Upon stimulation by CpG-matured CD4" or CD4 DC, Treg did
not proliferate and did suppress the proliferation of CD25  cells in a dose-
dependent fashion (Fig. 8A). Because both CD25™ and CD25"9" CD4" T cells
proliferated in response to allogeneic mature pDC, the 3H incorporation assay
could not be used to clearly determine the proliferation of either population (Fig.
8A). Therefore, we analyzed the proliferation of CD25 and CD25"" CD4* T
cells by FACS by the mean of CFSE and DDAO-SE probes dilution,
respectively, at day 4 (Fig. 8D-F). The absolute numbers of undivided and

divided CD25  and CD25"" live cells was determined simultaneously in each
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tube using calibrated fluorescent beads. This experiment confirmed the 3H
incorporation data obtained with CD4" and CD4™ DC and showed that, in the
presence of CpG-stimulated pDC, proliferating Treg poorly suppressed
CD4'CD25 T cell proliferation (< 50% suppression at a 1:1 ratio).

The suppressive activity of Treg was also analyzed according to the level of
cytokine production by CD4*CD25 T cells. CD25, but not CD4*CD25"" T cells
produced substantial amounts of IL-2 (Fig. 8B) and IFN-y (Fig. 8C) upon
stimulation by allogeneic mature DC. Treg strongly suppressed IL-2 and IFN-y
production by CD25° T cells when stimulated by allogeneic CD4" or CD4 DC. In
contrast, when stimulated by pDC, Treg proliferated and strongly suppressed
the production of IL-2 but not IFN-y production by CD25 T cells. The data
depicted in figure 7 were obtained at day 4 of culture, which corresponded to
the peak of IL-2 production. However, both the absence of IL-2 production by
pDC-stimulated Treg and the suppression of IL-2 production by Treg was

observed from day 2 to day 7 of culture (data not shown).

109



DISCUSSION

Both anergy and suppressive activity of Treg have been proposed to be tightly
controlled by the maturation state of DC. However, multiple DC subsets
endowed with a specialized phenotype, function and location have been
described in lymphoid organs and tissues and whether these DC subsets
differentially control Treg activity is mostly unknown. Here, we have addressed
this issue in the rat and have shown that Treg anergy was reversed in vitro by
mature allogeneic pDC but not conventional splenic DC, the effect of pDC on
Treg being IL-2 independent. Moreover, the suppressive activity of Treg was
strongly down-modulated when stimulated by mature pDC as compared to cDC.
Previous studies have examined the APC requirement for Treg expansion in
vitro. In humans, mature monocyte-derived DC could not reverse CD4°CD25" T
cell anergy in the absence of exogenous cytokines (21, 22). In contrast, mature
but not immature murine bone marrow-derived DC (BMDC) expanded
monoclonal or polyclonal CD4°CD25" T cells in the absence of exogenous IL-2
(19, 23-25). Fewer studies have been published on the capacity of murine
lymphoid organ DC subsets to stimulate Treg. In a study by Yamazaki et al.,
mature CD8" and CD8" spleen DC subsets induced very poor monoclonal Treg
proliferation, as compared to BMDC (19). The same group further reported that

splenic CD11c"9"

DC were unable to promote allogenic Treg expansion in the
absence of exogenous IL-2 (26), confirming previous data by Brinster et al
obtained with LPS or CpG-stimulated CD11c* spleen DC (25). Fisson et al.
reported that freshly isolated spleen CD8" DC were more effective at inducing

monoclonal CD4°CD25" T cell proliferation than CD8 DC and pDC (27),

although this expansion required exogenous IL-2 and the function of DC
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following maturation was not assessed. Nevertheless, these studies did not
assess whether proliferating CD4°CD25" T cells were actually FOX-P3", neither
did they directly compare mature conventional DC subsets and pDC. In the rat,
we found that mature CD4™ and CD4" spleen OX62" DC, which are likely the
counterparts of conventional CD8" and CD8 murine DC (15, 17), respectively,
did not reverse Treg anergy in MLR in the absence of exogenous IL-2. Splenic
pDC, in contrast, promoted Treg expansion under the same conditions, a
capacity that was dependent on a strong maturation signal provided through
TLR7 or 9.

Mature pDC-induced Treg expansion required cell contact and was
partially dependent on CD86, despite all DC tested expressing similar levels of
this molecule. A similar CD86-dependency of Treg expansion was observed
previously with murine BMDC (19). Interestingly, the effect of pDC we observed
on Treg proliferation was dominant, i.e. it was not inhibited by the presence of
conventional DC. These data are consistent with the hypothesis that the
capacity of mature DC to promote Treg expansion is related to specific
expression by pDC of costimulatory molecules. Two candidates are GITR-L and
ICOSL that were found to be expressed by human pDC (28, 29). Interestingly,
ICOSL was involved in the capacity of pDC to induce the differentiation of IL-10-
producing regulatory T cells (28, 29). TGF- was also found to play a role in
Treg expansion in vivo (30-32), however, we could not detect any effect of TGF-
B blockade on pDC-induced Treg proliferation (data not shown). Indoleamine 2,
3 deoxygenase (IDO) is known to be expressed in mature DC (33) and in a
subset of pDC endowed with tolerogenic properties especially toward tumor

(34). A recent study indicate that IDO-expressing pDC directly activates Treg in
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vivo in tumor bearing mice (35). Although CpG-activated rat pDC indeed
strongly upregulated IDO mRNA, blocking IDO activity during MLR did not
modify the capacity of pDC to promote Treg expansion (data not shown).
Further experiments are needed to determine the molecular mechanism by
which mature pDC reverse Treg anergy in vitro.

Results obtained in mice suggest that the suppressive activity of Treg is
mainly controlled by the maturation state of DC (20). Mature BMDC were shown
to reverse the CD4°CD25" T cell anergy without reversing their capacity to
suppress IL-2 production by effector cells (25). We found that Treg can
suppress effector cell proliferation and cytokine production induced by
conventional DC matured by CpG or LPS (data not shown). In the presence of
mature pDC, however, proliferating Treg still efficiently suppressed IL-2
production by effector cells but not their proliferation and IFN-y production.
These data suggest that mature pDC can induce IL-2-independent effector T
cell proliferation and that Treg are unable to inhibit pDC-induced Th1
differentiation. The fact that exogenous IL-2 did not affect Treg expansion
induced by pDC challenges the possibility that Treg consumed IL-2 rather than
suppressed its production by effector T cells when stimulated by pDC. The
mechanisms that control Treg-mediated suppression are not fully understood
but TCR signals (36), costimulation (8), inflammatory cytokines such as IL-6
(20) and members of the TNF superfamily such 4-1BB (37) or GITR (38) have
been implicated and need to be addressed in our system. Importantly, both the
intrinsic suppressive activity of Treg and the responsiveness of effector T cells
to Treg suppression can be targets of these control mechanisms. TLR ligands

also appear to modulate Treg anergy and function, independently of their action
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on APC (39-42), however, it is unlikely that the effect we observed is related to
a direct effect of CpG on Treg as DC were extensively washed before use and
because the effects of DC subsets differed.

Several studies suggest that the suppressive effect of Treg on effector T cells
might act through DC inhibition (43-45). In fact, adoptively transferred Treg
interact preferentially with CD11¢” CD8- DC in mice (46). Interestingly, Houot et
al. recently showed in humans that TLR-activated CD11¢c” DC, but not pDC,
were actually sensitive to the inhibitory effect of Treg in vitro (47). Whether such
a contrasting effect of Treg on conventional DC vs. pDC might explain our
observation needs to be addressed.

A role for pDC in the induction of regulatory cells has been suggested. In
vitro, human CD40L- and CpG-stimulated pDC induced the generation of IL-10-
producing CD8" (48) and CD4" (29, 49) regulatory T cells, respectively (29). In
these studies, the induction of a regulatory phenotype requires activation and
maturation of pDC. In fact, DC can induce in the presence of TGF-f the in vitro
differentiation of FOX-P3* CD4" T reg from FOX-P3" precursors as soon as day
3 after stimulation (50). In our hands, the stimulation of CD4*CD25 T cells with
TLR9-stimulated pDC did not induce their differentiation into CD4*FOX-P3"
regulatory cells. In addition, adoptive transfer of antigen-presenting CpG-
matured pDC in mice did not induce tolerance but rather immunity (51). Bone
marrow pDC were, however, reported to play an important role in facilitating
allogeneic hematopoietic stem cell engraftment (52) and lung pDC prevented
disease in a mouse asthma model, possibly through regulatory T cell generation
(53). Recipient pDC might also play an important role in the induction of

vascularized allograft tolerance (54).
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Our results suggest a new function of pDC in which they could be recruited in
inflammatory lymph nodes (55) and favor T cell activation by down-modulating
the suppressive activity of Treg. At the same time, pDC could favor the clonal
expansion of auto-antigen-specific Treg that could later control the T-cell
mediated inflammatory response in tissue during the effector phase of the

immune response.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Sorting of CD25" and CD25" CD4" lymph node T cells and FOX-P3
expression. Lymph node CD4" T cells (left panels) were obtained by negative
and magnetic selection of CD11b/c*, NKR-P1A™ and CD8" (purity was routinely
299%). Cells were stained with CD8-PE and CD25-Alexa 647 mAb and sorted
on a FACS Aria, after gating on CD8" cells, in CD25 , CD25 'V and CD25"9"
CD4" T cells (top panels). FOX-P3 expression (blue) was assessed on total

CD4" T cells and sorted CD25 and CD25" cells.

Figure. 2. Maturation and subset-dependent regulation of CD4*CD25"¢" T
cell proliferation by DC. Splenic pDC, OX62°CD4" (CD4+ DC) and
OX62*'CD4 (CD4 DC) were isolated by FACS. Freshly isolated DC (immature)
or DC stimulated overnight with ligands to TLR3 (polyl:C), TLR4 (LPS), TLR7
(Loxoribine); TLR9 (CpG2006), or CD40L were used to stimulate allogeneic
CD25 or CD25"%" CD4" T cells at a ratio of 1:5 in the absence of exogenous IL-
2. Proliferation was assessed at day 4. Similar results were obtained in 5
independent experiments.

* p<0.05 (pDC vs. CD4" DC and pDC vs. CD4  DC)

Figure 3. CpG-stimulated pDC, but not OX62" DC, reverse anergy of
CD4'CD25"9" T cells in the absence of exogenous IL-2.

A. CD4'CD25" (left) and CD4"CD25™" (right) T cells (2x10*wells in triplicates)
were stimulated with increasing numbers of allogeneic CpG-stimulated pDC
(squares), CD4" DC (triangles) or CD4 DC (circles) in the absence of

exogenous IL-2. Proliferation was assessed at day 4. B. CD4"CD25" (left) and
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CD4*CD25"" (right) T cells were stimulated with allogeneic CpG-stimulated
pDC (squares), CD4+ DC (triangles) or CD4- DC (circles) at a ratio of 5:1 in the
absence of exogenous IL-2. Proliferation and IL-2 production was assessed
from day 2 to day 5. C. CD4"CD25"%" T cells were stimulated with syngeneic
(white) or allogeneic (black) CpG-stimulated pDC at a ratio of 1:5 in 10% FCS
or 2% normal rat serum-supplemented culture medium. Proliferation was

assessed on day 3.

Figure 4. CpG-stimulated pDC, but not conventional DC, induce
proliferation of CD4*CD25"%" FOX-P3* T cells in the absence of exogenous
IL-2.

CD25  (top panels) and CD25"" (bottom panels) CD4* T cells were labeled
with CFSE and stimulated with CpG-matured pDC, CD4" DC or CD4™ DC (ratio
5:1). After 4 days, cells were stained with FOX-P3-APC mAb and analyzed by

FACS.

Figure 5. The effect of exogenous IL-2 on the proliferation of CD25" and
CD4*CD25"9" T cells stimulated by allogeneic mature DC.

CD4*CD25 (left) and CD4'CD25"™" (right) T cells were stimulated with
allogeneic CpG-stimulated pDC (squares), CD4+ DC (triangles) or CD4- DC
(circles) at a ratio of 5:1 in the absence or presence of increasing
concentrations of exogenous IL-2. Proliferation was assessed at day 4. Similar

results were obtained in three independent experiments.

Figure 6. Mature pDC-induced Treg proliferation is contact dependent.
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Different cell cultures were performed in flat bottom 96-well transwell plates as
described in the figure. DC were matured with CpG2006 for 24 hours before
used. The proliferation of cells present in the upper chamber (white bars) or the
lower chamber (black bar) was assessed on day 4. Note that the proliferation of
T cells is globally lower than that described in figure 1 because of the use of flat

bottom wells. Similar results were obtained in 2 independent experiments.

Figure 7. Mature pDC-induced Treg proliferation is partially CD86
dependent and IL-2 independent.

CD4*CD25 (squares) and CD4*CD25"" (triangles) T cells were stimulated with
allogeneic CpG-stimulated pDC (ratio 1:5) in the absence or presence of
increasing concentrations of CTLA4-Ig (A), anti-CD80 (B), anti-CD86 (C) or
blocking anti-IL-2 antibodies. Proliferation was assessed after 4 days and the
results are expressed as the percentage of proliferation as compared to the
culture in the absence of Ab. Similar results were obtained in three independent

experiments.

Figure 8. Differential suppressive activity of Treg on effector T cells upon
stimulation by various mature DC subsets.

A-C. CD25 and CD4'CD25"" T cells were stimulated with allogeneic CpG-
matured pDC (black bars), CD4" DC (grey bars) or CD4  DC (white bars) at a of
ratio 1:5. Suppression assays (right-hand part of each histogram) were
performed by adding decreasing numbers of CD4*CD25"" T cells to a constant
number of CD25" cells. After 4 days, the proliferation (A), production of IL-2 (B)

and IFN-y (C) was assessed. Results represent the mean + SD of 5, 5 and 2
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experiments for proliferation, IL-2 and IFN-vy, respectively. D-F. FACS-sorted
CD25 and CD25"" CD4" T cells were labeled with DDAO-SE and CFSE,
respectively, and stimulated with allogeneic CpG-matured pDC (D), CD4" DC
(E) or CD4" DC (F) at a ratio of 5:1. Suppression assays were performed as in
A-C. After 4 days, cells were harvested, stained with MHC-II-APC-Cy7 mAb and
the percentages of undivided and divided CD25 and CD25"" live T cells was
assessed after excluding MHC 1I"%" cells by FACS by the mean dilution of
DDAO-SE or CFSE, respectively. The absolute numbers of DDAO-SE and
CFSE-labeled cells in each sample was assessed simultaneously using
fluorescent calibrated microbeads. Each bar represent the absolute numbers of
either CD25" (left part) or CD25"9" CD4* T cells and is divided in undivided and
divided cells. Note the very low levels of suppression of CD25- cell proliferation

by Treg upon stimulation with allogeneic pDC. Similar results were obtained in

three independent experiments.
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 7
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Le phénotype chez le rat des cellules T CD4'CD25" et des T CD4 'CD25 n’est
pas trés connu malgré le travail de I’équipe de Don Mason (Stephens et al., 2004). Nous
avons ainsi dans un premier temps analysé le phénotype de ces cellules afin de pouvoir
mieux les identifier et les trier de fagon plus efficace. Pour cela nous avons réalisé un
FACS 6 couleurs sur des suspensions d’organes lymphoides ou de leucocytes circulants
apres lyse des hématies. La combinaison d’anticorps utilisé¢ était la suivante : X-FITC:
ou X correspond a un marqueur de phénotypage ; CD8-PE (clone OX8); CD4-PE-Cy7
(clone OX35); TCRo/B-biotine (clone R7.3) + streptavidine PerCP-Cy5.5; CD25-APC
(clone OX39). La lecture se fait comme précédemment décrit sur un FACS Aria. Nous
sélectionnons les lymphocytes, puis les cellules vivantes (DAPI négatives) puis les
cellules TCRaf " puis les cellules CD4 'CDS8” (Fig.11) car nous avons remarqué dans des
expériences préliminaires que les cellules T CD4'CD25" contenait une population non
négligeable (40%) de cellules T doubles positives CD4 et CD8 (Résultats non montrés).
Enfin nous regardons sur les cellules TCD4" CDS8 I’expression du CD25 et d’un

marqueur donné.

SSCA
<Dapi-A>

<PerCp Cy5-5-A> TCR. .,

vivartes

Y

Figure 11. Méthode utilisée
10088 508t ] pour P’analyse du phénotype
des cellules T CD4°CD25" et
25". Les fenétres successives
réalisées pour cette analyse sont
indiquées dans chaque dot plot.
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I1.2.1.1 Phénotype des cellules T CD4"CD25" dans la rate
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Figurel2. Phénotype des cellules T CD4"CD25" et CD25 dans la rate. L analyse se
fait sur les cellules TCRab™ CD4" CD8” comme décrit dans la figure 11. Chaque dot plot
représente 1’expression de CD25 en abscisse et du marqueur indiqué dans le dote plot en

ordonnée.

Nous constatons que les cellules T CD4'CD25" ne représentent que 6% des
cellules T CD4°CDS8". Ces cellules expriment de facon homogéne et identique aux
cellules CD25" les marqueurs CD2, CD3, CDS5, CD11a, CD18 et CMH 1. Elles sont
CMH 1I négatifs comme chez I’homme. Les cellules T CD4'CD25"  sont
majoritairement CD45RC faible, CD54 forte et CD90 négative. Chez ’homme, la
population T régulatrice semble étre contenue dans les cellules CD4+CD25forte et
CD62L" (Stephens and Mason, 2000). Nous constatons sur la figure 12 que la majorité
des cellules T CD4'CD25" spléniques est CD62L négative. Comme décrit
précédemment (Gavin et al., 2002); (McHugh et al., 2002), environ 1/3 des cellules
CD4'CD25" expriment la molécule OX40 (CD134). Enfin et contrairement aux
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résultats de 1’ équipe de Don Mason, nous retrouvons une faible proportion de cellules

CD103" (clone OX62) dans les cellules CD4 ' CD25" faibles.

I1.2.1.2  Phénotype des cellules T CD4"CD25" dans les ganglions lymphatiques

0019 1gG1 1.86e-|95 cD2 46 |9a9 cD3 455|95 cD5 493|049 cD6 469
5 042I_ 7.88e] 0.5,7‘:':-: P sordos— 346e] 0.39_.- ..'- ; 0014
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Figure 13. Phénotype des cellules T CD4'CD25" et CD25™ dans les ganglions
lymphatiques

Dans les ganglions, les T CD4" CD25" représentent 5% des cellules T CD4". Leur
phénotype est équivalent a celui des cellules spléniques. Cependant la proportion de
cellules exprimant OX40 est plus importante (>50%) et la proportion de cellules
exprimant CD103 est plus faible.

Nous avons trouvé qu’une proportion importante (environ 40%) des cellules TCD4"
CD25" dans les organes lymphoides chez le rat était des cellules doubles positives

CD4" CDS8" correspondant probablement a des émigrants thymiques récents.
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11.2.1.3  Phénotype des cellules T CD4°'CD25" dans le sang
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Figure 14. Phénotype des cellules T CD4'CD25" et CD25 dans le sang.

La proportion de cellules T CD4'CD25" est trés proche de celles trouvées dans
les ganglions et la rate. Il existe dans le sang une proportion beaucoup plus importante

de cellules exprimant CD62L et une proportion moindre de cellules exprimant OX40.
11.2.2 Purification des cellules T CD4" CD25"

Comme chez I’homme et chez la souris, les cellules T CD4" CD25" du rat ont
une activité régulatrice in vitro et in vivo (Jonuleit and Schmitt, 2003). Plusieurs

techniques peuvent étre utilisées pour isoler ces cellules a partir du sang ou d’une

suspension d’organes lymphoides.
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11.2.2.1 Par billes

L’isolement par billes magnétiques ne nous a pas permis d’obtenir une pureté
supérieur a 85% et de plus ne permet pas de trier les cellules exprimant différents

niveaux de CD25 (CD25"¢"vsCD25"") (résultats non montrés).

11.2.2.2 Par cytométrie en flux

Le tri par cytométrie en flux haute vitesse (BD FACS Aria) permet d’obtenir des
enrichissements supérieurs a 98% (Figure 15) et de séparer efficacement les cellules
CD25"e" des CD25"" (Figure 16). La viabilit¢ et la fonctionnalité des cellules est
excellente.

Avant tri CD25-

63. 6.3 99. 0.05 11 98.

CD4 m * *

29 Q64 40 0014 403 Q0.1
T T T T T T T T T
CD25

Figure 15. Tri des cellules T CD4°CD25". La suspension de cellules de ganglions
lymphatiques est marquée avec CD6-FITC, CD8-PE, CD4-PE-Cy7 et CD25-Alexa 647
et triée par cytofluométrie en flux. Les dots blot représentent 1’expression de CD4 et
CD25 sur les cellules T avant tri et aprés tri (CD25 et CD25").

91.4 861 499.9 0.058]1.45 98.3 J0.37 99.6
efore sort CD25- CD25low CD25high
10 0 3 noa 40.021 0.2 40 0.011
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Figure 16. Tri des cellules TCD4" CD25, CD4'CD25faible et TCD4 CD25 forte.
Les ganglions aprés lyse des globules rouges sont marqués au CD6-FITC, CDS-PE,
CD4-PECy7, CD25-Alexa 647. Nous trions sur les cellules CD4+CDS8- les 3
populations T selon I’expression du CD25. Ceci est le résultat obtenu apres le tri.

I1.2.3  Capacité proliférative des cellules TCD4" CD25" et CD4" CD25 de la rate
et des ganglions induite par les DC matures

Nous avons vérifié que les cellules T CD4'CD25" de la rate et des ganlions
lymphatiques avait des réponse équivalentes. Comme précedemment, les sous
populations de DC ont été stimulées via différents ligand des TLR et utilisées en RLM.
La encore nous n’avons pas pu obtenir suffisament de DC CD4" pour réaliser toutes les

conditions expérimentales.
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Figure 17. Prolifération des cellules T CD4'CD25" et T CD4'CD25 allogéniques de
la rate et des ganglions induite par les sous populations de DC. Les DC ont été

cultivées ou non pendant 24 h en présence de différents stimuli puis mis en culture avec

les T CD4'CD25 et T CD4'CD25" des ganglions ou de la rate. La prolifération
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lymphocytaire est mesurée au bout de 4 jours. Le ratio utilis¢ est de 1 DC pour 5

cellules T.

Nous observons sur la figure 17 que les T CD4 'CD25" des ganglions et de la rate
se comportent de facon identique en réponse a une stimulation par les différentes sous
populations de DC. Les pDC induisent toujours la plus forte stimulation des T
CD4"CD25" quand elles sont stimulées avec les ligands des TLR7 (loxoribine, R848) et
9 (CpQG). Les ligands de TLR 2 (PGN), 4 (LPS) ou 5 (flagelline) n’ont aucun effet. De
plus la stimulation par du virus influenza qui induit une forte production d’IFN de type
I ne permet pas aux pDC de stimuler les cellules T CD4'CD25" suggérant que I’effet
observé avec le GpG2216 ne dépent pas de la production d’IFN de type 1. Les DC CD4"
sont encore une fois incapables de stimuler les cellules T CD4'CD25" tandis que les DC
CD4" stimulées par via le TLR3 ou 9 induisent une réponse intermédiaire mais 3 a 4

fois inférieures a celles induite par les pDC.

I1.2.4 Analyse de ’effet suppresseur des cellules T CD4"CD25"

I1.2.4.1 Test de suppression in vitro aprés stimulation par anti-CD3 et anti-CD28

Apreés tri des cellules T CD4'CD25" des ganglions et CD4 CD25" des ganglions
ou de la rate, nous analysons d’une part la capacité proliférative des cellules seules et
d’autre part 1’effet suppressif des cellules T CD4'CD25 sur les cellules T CD4 CD25°
par une diminution de la prolifération totale (Fig. 19). La stimulation non spécifique

s’effectue par un anticorps anti-CD3 immobilisé et un anticorps anti-CD28 soluble.
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Figure 18. Analyse de D’effet suppresseur des cellules TCD4" CD25" sur les
TCD4"CD25Une plaque de 96 puits a fond plats est chargée avec 30 ul d’anti-CD3 par
puits a 5 pg/ml durant 2 heures a 37°c. Apres trois lavage de la plaque avec du PBS, les
cellules TCD4'CD25" ou CD4'CD25 de la rate et des ganglions sont déposées a une
concentration de 50000 /puits, avec de I’anti-CD28 a 2,6 ug/ml. La culture est incubée
pendant 3 jours a 37°c et la prolifération analysée par incorporation de thymidine tritiée.
Les cellules T CD4"™ CD25" de la rate ou des ganglions sont hypoprolifératives en

comparaison aux cellules T CD4'CD25 des ganglions. Cependant, quand les deux
types de cellules T sont co-cultivées au ratio de 1:1, ’effet suppressif des cellules T
CD4°CD25" sur les cellules T CD4'CD25 demeure trés faible voir inexistant. Ceci
indique que les conditions du test in vitro (quand on coate sur du plastique) ne

permettent pas de détecter d’effet suppresseur des cellules T CD4 ' CD25".

I1.2.4.2 Test de suppression in vivo apres stimulation par les pDC matures du

donneur
T CD25+
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Figure 19. Analyse de I’activité suppressive des TCD4" CD25" in vivo aprés stimulation par les
pDC matures du donneur

Plusieurs résultats suggerent que les pDC matures pouvaient expandre ex vivo

des Treg allogéniques. Nous avons donc voulu savoir si on pouvait utiliser des pDC
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matures pour expandre de grandes quantités de T reg allogéniques et les injecter in vivo,
pour induire une tolérance a I’allogreffe dans un modéle cardiaque chez le rat et voir si
ces T reg pouvaient avoir une fonction régulatrice.

Les cellules TCD4" CD25" (T reg) de rat Lewis 1A ont été stimulées par les pDC
matures de rat Lewis 1W deux fois a une semaine d’intervalle sans IL-2. Ensuite les
cellules ont ét¢ maintenues en culture avec de I’IL-2 (50U/ml). Pour analyser I’activité
suppressive, in vivo, des Treg stimulés par les pDC du donneur, nous avons procédé au
tranfert des T reg dans un mode¢le d’allogreffe cardique. Les cellules sont injectées en
intra-veineuse (IV) quelques heures apres la greffe a des rats non irradiées et non
immuno-supprimés (n’ayant pas subi d’immunosuppresseurs). Dans cette expérience,
nous avons observé que le transfert de 4 a 6 millions de cellules TCD4" CD25" (T reg)
induit une survie significativement plus longue du greffon (ou de I’allogrefte). Cette
survie du greffon est constatée par une palpation abdominale quotidienne du coeur
greffé.

Dans notre modéle animal, il nous reste a déterminer la spécificité des T reg du
receveur vis-a-vis du greffon du donneur d’une tierce partie. Nous avons essayé de
reproduire, in vitro, chez I’homme les résultats obtenus chez le rat. Malheureusement
aucune population de DC ne stimule de fagon efficace les T reg. Ceci peut étre du a
I’origine des DC (obtenues du sang chez I’homme et de la rate chez le rat), ou a
’origine des lymphocytes T (obtenues du sang chez ’homme et des ganglions chez le
rat). Par ailleurs, il a ét¢ montré chez ’homme qu’il était possible d’induire, in vitro, la
prolifération des T reg en utilisant une stimulation avec des CPA et des fortes doses
d’IL-2 (Hoffmann et al., 2004). Récemment, il a ét¢ montré dans un model murin que la
rapamycine induisait la prolifération des cellues TCD4" CD25" (Battaglia et al., 2005).
Ces médicaments pourraient €tre un complément aux injections de T reg cultivées. De
plus, il faut déterminer la fréquence d’injection ainsi que la quantité de Treg

nécessaires au maintien du greffon.
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Discussion



Bien que les DC aient été découvertes il y a une trentaine d’années, ce n’est que
dans la derni¢re décennie que leur rle essentiel dans le contrdle des réponses
immunitaires a été formellement reconnu.

Les DC sont reconnues comme ¢étant les principales cellules présentatrices de
I’antigeéne car ce sont les seules cellules présentatrices capables de stimuler les cellules
T naives (Banchereau and Steinman, 1998). Elles jouent donc un role central dans
I’initiation des réponses immunitaires, mais elles sont également importantes dans la
tolérance des cellules T (Shortman and Liu, 2002). Il reste de nombreuses inconnues qui
font I’objet de recherches actuellement. Ainsi, il reste a ¢élucider les mécanismes
d’action précis des DC dans la tolérance des cellules T et la compréhension de ces
mécanismes pourrait ouvrir le champ a de nouvelles thérapies dans le domaine des
maladies auto-immunes et de la transplantation.

Dans toutes les especes, les DC peuvent étre subdivisées en plusieurs populations
selon I’expression de différents marqueurs de surface, mais aussi selon leur propriété en
termes d’acquisition de 1’antigéne et d’activation des cellules T. Notre équipe étudie
depuis maintenant quelques années les sous-populations de DC chez le rat. L’étude des
DC, fraichement extraites des organes lymphoides a montré qu’il existe plusieurs sous-
populations de DC dans la rate et a confirmé 1’hétérogénéité de ces cellules chez le rat.
Alors qu’il a été décrit chez la souris quatre populations de DC dans la rate et cinq dans
les ganglions, trois populations de DC chez le rat ont été définies selon I’expression des
marqueurs CD4, C11b et CD103 dans la rate comme dans les ganglions: les
populations DC CD4 CD11b" CD103" (DC CD4) et DC CD4" CD11b" CD103" (DC
CD4") et une population DC CD4" CDIIb- CD103" qui correspond aux DC
plasmacytoides (pDC).

Les DC CD4" expriment le CDl11c, fortement CD103 (OX62), sont négatives

pour le SIRPo et pour les antigénes lymphoides comme le CD3 et le CD5, mais
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expriment de faibles quantités de CD90. Ces DC ont un phénotype relativement
immature qui se traduit par une faible expression des molécules du CMH de classe 11 et
I’absence d’expression des molécules de costimulation. Cependant, une fois placées en
culture ces cellules subissent une maturation spontanée se traduisant par une forte
expression du CMH de classe II et une augmentation des molécules de CD80, CD86 et
CD40. Les DC CD4" sont capables de produire de grandes quantités d’IL-12 en réponse
a des stimuli tel le CD40L, le LPS, le SAC ou le CpG. Leur sensibilité a ces différents
stimuli refléte leur expression d’un large répertoire de TLR (TLR 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,
9). Les DC CD4" induisent une prolifération et une différenciation, in vitro, des cellules
TCD4 allogéniques en cellules Thl. De plus, cette population de DC se caractérise par
une activité cytotoxique contre des cellules tumorales, in vitro, dont le vmécanisme est
indépendant du Ca2" et des caspases.

Les DC CD4" expriment les marqueurs CD5 et SIRPa et ont, comme les DC
CD4’, un phénotype relativement immature avec cependant une faible expression du
CD80. Elles possedent un profil d’expression des TLR relativement similaire aux DC
CD4" mais expriment aussi plus de TLR 8 et de TLR 9 que les DC CD4". Les DC CD4"
induisent la prolifération et la différenciation des lymphocytes TCD4 en cellules
Th1/ThO et induisent des cellules T CD8 produisant de grandes quantités d’IFNy

Les pDC n’expriment pas OX62, CDl1c, ni le CD11b mais sont positives pour
des marqueurs lymphoides, comme le CD45, CD5 et le CD90, CD45R et myéloides
comme CD200 et le SIRPa. Le phénotype des pDC est immature avec une absence de
CDS8O0 et une tres faible expression de CD86 et du CMH de classe II. Les pDC sécrétent
d’énormes quantités d’IFN de type I et de cytokines proinflammatoires en réponse a une
stimulation virale et, une fois matures, stimulent efficacement des cellules T, jouant
donc un rdle essentiel au cours de certaines réponses immunitaires. Elles produisent
également de 1I’IL-12p40, apres stimulation avec des CpG ou du CD40L, et du TNF-a. et
de I’'IL-6. IL est intéressant de noter que les pDC sont les seules DC a produire de I’IL-6
chez le rat. Les pDC expriment de facon spécifique les TLR 7et 9 comme les pDC
humaines, ce qui leur confere une réponse spécifique a certains déterminants
pathogéniques (Kadowaki et al., 2001). Certains auteurs ont démontré chez 1’homme
que des pDC stimulés par CD40L pouvaient entrainer la différenciation des cellules T
régulatricesCD8" (Gilliet and Liu, 2002a). En revanche le role des différentes sous-

populations de DC dans I’homéostasie et 1’activation des cellules T régulatrices
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naturelles CD4" CD25" n’a pas été exploré. Bien que les mécanismes d’activation in
vivo des cellules TCD4" CD25" soient inconnus, in vitro ces cellules sont réputées
hypoprolifératives en réponse a des stimulations spécifiques ou non spécifiques
(Thornton and Shevach, 1998). D’autres études faites ont pu montrer que in vivo les
cellules T régulatrices peuvent néanmoins proliférer activement dans les zones T des
organes lymphoides (Yamazaki et al., 2003); (Fisson et al., 2003). Or, ces zones T
contiennent aussi les différentes sous-populations de DC dont les pDC qui peuvent
interagir avec ces cellules T. Les cellules TCD4" CD25" présentent un intérét
thérapeutique trés important en transplantation d’organe ou de cellules mais également
dans les maladies auto-immunes. La compréhension de leurs mécanismes d’activation et
d’expansion est donc nécessaire.

Notre objectif dans cette étude était donc de déterminer I’influence de différentes sous-
populations de DC sur la réponse proliférative et 1’activité suppressive des cellules
TCD4" CD25" chez le rat et de tester notamment le role des pDC.

Nos résultats indiquent que, les trois sous populations de DC matures induisent
une forte prolifération des cellules TCD4" CD25™ allogéniques mais que, contrairement
aux DC dites conventionnelles (DC CD4" et CDCD4), les pDC matures stimulées via
TLR 7 ou 9 induisent en absence d’IL-2 exogéne une forte prolifération des cellules
TCD4" CD25" FOXP3". Cette prolifération est indépendante de L’TL-2, nécessite est un
contact cellulaire et est partiellement dépendante de CD86.

Dans un premier temps, nous avons analysé la fréquence de trois sous-
populations de DC spléniques, DC CD4", DC CD4 et pDC que notre équipe a identifié
chez différentes souches de rat (Voisine et al., 2002); (Hubert et al., 2004). Cette
analyse nous a permis de choisir la souche de rat Lewis qui représente la meilleure
source pour les pDC qui constituent 1,8% des cellules spléniques. Notre travail montre
que les différences principales entres les souches de rat porte sur la fréquence des pDC.
Une étude a démontré d’importantes différences dans la fréquence des pDC entre
différentes souches de souris (Asselin-Paturel et al., 2001). Dans notre étude nous avons
pu mettre au point une technique globale de purification des sous-populations de DC
spléniques avec une bonne viabilité.

Nous avons ensuite analysé le phénotype des cellules T CD4'CD25" et T
CD4'CD25 dans différents organes afin de mieux les identifier et les trier de fagon plus
efficace. Nous avons trouvé qu’une proportion importante (environ 40%) des cellules T

CD4'CD25" dans les organes lymphoides chez le rat étaient des cellules double
152



positives CD4'CDS8" qui correspondent probablement & des émigrants thymiques
récents. Dans la rate nous avons constaté que les cellules T CD4'CD25" et
TCD4'CD25 exprimaient de fagon homogene les marqueurs CD2, CD3, CD5, CDl 1a,
CDI18 et CMH I et que les cellules TCD4'CD25" sont CD45RC faibles et CD90
négatives. Il est connu que chez ’homme, les cellules T régulatrices sont contenues
dans les cellules de phénotype CD4" CD25™" et CD62L" (Stephens and Mason, 2000).
Nos résultats montrent que la majorité des cellules T CD4'CD25" spléniques sont
CD62L négative. Contrairement aux résultats de 1’équipe de Don Mason (Stephens et
al., 2004), nous avons retrouvé dans les cellules CD4'CD25™"" yn faible pourcentage
de cellules CD103". Ceci est intéressant car ce marqueur a été proposé comme
marqueur des cellules T régulatrices chez I’homme (Lehmann et al., 2002). Or, chez le
rat, CD103 est un marqueur relativement spécifique des cellules dendritiques. Dans les
ganglions, nous n’avons pas constat¢ de différences majeures avec les cellules T
CD4'CD25" spléniques, a ’exception du marqueur OX40 (CD134) qui est exprimé sur
plus de cellules. Enfin, dans le sang, la différence essentielle est qu’une proportion plus
importante de cellules T CD4 'CD25" expriment le marqueur CD62L (environ 50%). Le
CDO62L est la L-sélectine, une molécule d’adhésion exprimée notamment sur les cellules
T naives, qui permet leur migration vers les ganglions lymphatiques au travers des
veinules post capillaires qui expriment le ligand de CD62L (Girard and Springer, 1995).

La technique employée pour la purification des cellules T CD4'CD25" a partir
du sang ou d’organes lymphoides a ¢ét¢ mise au point apres utilisation de plusieurs
techniques, et nous avons pu obtenir une meilleure pureté et une séparation des cellules
CD25™" des CD25™" par tri cytométrie en flux.

Le test de I’activité stimulatrice (RLM) des trois sous-populations de DC
spléniques matures sur des cellules T CD4'CD25" et T CD4 CD25 montre que les trois
sous-populations de DC matures induisent une forte prolifération des cellules T
CD4°CD25 et que les DC OX62'CD4" sont les meilleures cellules stimulatrices dans
ces conditions. Néanmoins les différences restent modestes et ne sont pas toujours
retrouvées. Les pDC matures sont dans toutes les expériences que nous avons réalisé les
meilleures cellules stimulatrices des cellules T CD4°CD25" FOXP3" qui sont ainsi
capables de proliférer activement in vitro. Les DC OX62+CD4- sont toujours
incapables de faire proliférer les cellules T CD4 'CD25" tandis que les DC 0X62'CD4"
sont capables notamment apres stimulation via le TLR3 d’induire une prolifération

modeste des cellules T CD4'CD25". Nous avons trouvé que la prolifération des cellules
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T CD4'CD25" FOXP3" allogéniques était induite spécifiquement par les pDC lorsque
celles-ci ont été stimulées via TLR 7 ou 9 et indépendamment d’IL-2 exogéne. Il a été
montré que les cellules TCD4'CD25" naturelles chez I’homme expriment le TLR 4
(récepteur du LPS) et peuvent proliférer en présence de forte concentration de LPS
(Sakaguchi, 2004). Le fait que les pDC stimulées avec du LPS n’induisent pas de
prolifération des cellules T CD4 'CD25" indique que la prolifération de ces cellules n’est
pas due a la présence de LPS qui pourrait persister en trés faible quantité malgré les
lavages des DC avant la RLM. Nous pouvons aussi constater qu’il n’existe pas de
différence de prolifération entre les cellules T CD4'CD25™" et T CD4"CD25™" en

RLM suggérant que les Treg chez le rat sont contenues dans les T CD4"CD25™"" et

forte
L’effet suppresseur des cellules T CD4'CD25" in vitro n’a pas été montré dans un test
de stimulation par anti-CD3 et anti-CD28 et cela peut étre dii aux conditions du test in
vitro. Un second test in vitro en RLM avec différentes sous populations de DC et avec
un nombre croissant de T CD4'CD25", permet de constater qu’une suppression de la
réponse proliférative des cellules T CD4'CD25 allogéniques n’est observé qu’avec des
DC qui n’entrainent pas de prolifération des cellules T CD4'CD25". Nous pouvons dire
ainsi que I’activité suppressive des cellules T régulatrices (T CD4'CD25") peut étre
modulée en fonction du type de DC utilisée pour stimuler les cellules T. Nous avons pu
déterminer le ratio DC : T le plus approprié pour les tests de stimulation. L’analyse des
résultats montre aussi que I’expansion des T reg par les pDC matures est associée a une
inhibition simultanée de leur activité suppressive.

Dans une étude , les cellules T CD4'CD25" naturelles peuvent avoir un effet suppressif
sur la réponse proliférative des cellules T CD4 CD25 via un mécanisme de contact
cellulaire (Zheng et al., 2004). Nous avons démontré que 1’expansion ou la prolifération
des Treg nécessite un contact cellulaire et est partiellement dépendante de CD86. La
différence observée dans la capacit¢ des DC matures a expandre les Treg est
probablement liée aux molécules de costimulation exprimées spécifiquement par les
pDC ou bien une autre possibilité qui suppose que les pPDC manquent de molécules de
surface exprimées par les DC conventionnelles qui sont responsables de I’induction de
I’anergie des Treg. Notre équipe travaille actuellement sur les molécules impliquées
dans [D’expansion des Treg par les pDC. Il a ét¢ montré, que les pDC humaines
expriment GITR-L et ICOSL (Hanabuchi et al., 2006); (Ito et al., 2007). ICOS est

impliqué dans la capacit¢ des pDC a induire la différenciation des cellules Treg
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productrices d’IL-10 (Hanabuchi et al., 2006); (Ito et al., 2007). TGF-B joue aussi un
role dans 1’expansion des Treg in vivo (Huber et al., 2004); (Ghiringhelli et al., 2005).
Nous analyserons le role de différentes molécules décrites pour réguler la fonction des
Treg telles que GITR (Hanabuchi et al., 2006), TRANCE (Green et al., 2002). Pour
cela, nous comparerons le profil global d’expression de génes dans les différentes
populations de DC immatures et matures par puces a ADN spécifiques du rat. Les génes
différentiellement exprimés seront analysés ensuite par PCR quantitative.

Des ¢tudes faites chez la souris suggérent que 1’activité suppressive des Treg est
principalement controlée par I’état de maturation des DC (Pasare and Medzhitov, 2003).
L’étude de Brinster et al a montré que les BMDC matures induisent la prolifération des
cellules CD4" CD25" qui suppriment L’IL-2 produite par les cellules T effectrices
(Brinster and Shevach, 2005). Nous résultats montrent que les populations de DC ont
également un impact différent sur 1’activité suppressive des Treg in vitro. En effet, en
présence de DC conventionnelles matures, les Treg suppriment fortement la
prolifération et la production d’IL-2 et d’IFN-y par les cellules T effectrices alors qu’en
présence de pDC, les Treg suppriment la production d’IL-2 mais pas la prolifération ni
la production d’IFN-y des cellules T effectrices. Nos résultats suggeérent que les pDC
matures peuvent induire la prolifération des cellules T effectrices indépendamment
d’IL-2 et que les T reg sont incapable d’inhiber la différenciation Thl induite par les
pDC.

Concernat le role ou les fonction des DC dans I’immunité, il est possible d’apres
nos travaux et la littérature d’émettre des hypotheses sur I’intéraction des différentes DC
entre elles selon le type d’antigéne qu’elles rencontrent. Prenons exemple I’ADN aux
motifs CpG de type B qui pouvaient induire 1’activation des trois populations de DC.
Ces denieres vont induire une réponse Thl probablement par la productio d’IL-12 par
les DC CD4 et les pDC (Murphy et al., 2000). Les cellules proinflammatoires vont
permettre le recrutement d’autres cellules de I’immunité telles que les NK (Gerosa et
al., 2002), NKT (Kawano et al., 1997) et B (Poeck et al., 2004). En méme temps, les
pDC sécretent aussi d’autrescytokines telles que TNF-o et I’IL-6. L’IL-6 pourrait agir
sur la différenciation des cellules B en plasmocytes (Jego et al., 2003) mais pourrait
aussi inhiber I’action des Treg (Pasare and Medzhitov, 2003). Afin de réguler la réponse
immunitaire induite contre la présence de CpG, les pDC, mais aussi dans une moidre
mesure les DCCD4", induisant I’expansion du pool de T reg, qui agira, aprés s’étre
multiplié et une fois la quantité d’IL-6 environnantediminuée, sur les cellules T freinant
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et régulant la réponse immunitaire. On retrouve aussi d’une certaine maniére 1’activité
régulatrice des pDC. Ce type de réponse et de régulation n’arrive probablement qu’en
présence de bactéries ou de virus.

Ces résultats obtenus dans notre étude présentent plusieurs intéréts.
Premiérement, ils démontrent que sur le plan technique, les conditions utilisées in vitro
pour démontrer une activité suppressive des T reg (T CD4 CD25") sont trés importantes
a déterminer. Ainsi, si des conditions de stimulations allogéniques sont utilisées, le
choix de la cellule présentatrice d’antigénes peut avoir des conséquences opposées.
Deuxiémement, nos résultats décrits précédemment, montrent que les pDC matures sont
capables de faire proliférer fortement les cellules T CD4'CD25" FOXP3™ Cela suggére
qu’il existe un mécanisme spécifique pour ces pDC et qu’elles puissent étre impliquées
dans I’homéostasie des cellules T CD4" CD25  in vivo. Ainsi, on peut émettre
I’hypothése que durant une réponse immunitaire anti-infectieuse, le role des pDC
matures serait de permettre 1’expansion des Treg qui pourraient ensuite effectuer leur
fonction suppressive anti-inflammatoire dans les tissus. C'est-a-dire qu’on peut suggérer
que lors d’inflammation, les pDC peuvent étre recrutées dans les organes lymphoides
(Yoneyama et al., 2004) et réguler I’activation des cellules T par modulation de
I’activité suppressive des Treg. En méme temps, les pDC peuvent favoriser I’expansion
clonale des Treg spécifiques aux auto-antigenes qui plus tard controlent les réponses
inflammatoires médiées par les cellules T dans les tissus durant la phase effectrice de la
réponse immune. Nos résultats indiquent que 1’anergie et la fonction suppressive des
Treg sont différentiellement contrdlées par les sous-populations de DC et suggerent un
role des pDC dans le contrdle des Treg in vivo. Donc, La compréhension des
mécanismes d’activation et éventuellement d’expansion des cellules T CD4 CD25" par
les pDC pourrait permettre d’utiliser les pDC comme cellules présentatrices d’antigéne
et d’expandre ex vivo ou in vivo un grand nombre de cellules T CD4'CD25"
allogéniques qui pourront étre utilisées a des fins thérapeutiques chez 1’homme pour

I’induction de la tolérance a 1’allogreffe.
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ETUDE DU ROLE DES SOUS-POPULATIONS DE CELLLULES DENDRITIQUES
DANS L'EXPANSION ET LES FONCTIONS DES CELLULES T REGULATRICES
CHEZ LE RAT

Nous avons analysé chez le rat I'influence des différentes populations de
cellules dendritiques (DC) sur la prolifération et 'activité suppressive des
cellules T régulatrices naturelles (Treg) in vitro. Les populations de DC
sont purifiées a partir de la rate et séparées en: DC CD 103+ CD45R-
CD4+ (DC CD4+), les DC CD103+ CD45R- CD4- (DC CD4-) et les DC
CD 103- CD45R+ CD4+ ou DC plasmacytoides (pDC). Nos résultats
montrent que les trois sous- populations de DC matures induisent une forte
prolifération des cellules TCD4+CD25- allogéniques mais que,
contrairement aux DC dites conventionnelles (DC CD4+ et DC CD4-), les
pDC matures stimulées via TLR7 ou 9 induisent en absence d'IL-2
exogene une forte prolifération des cellules TCD4+CD25+FOXP-3+
(Treg), réputées hypoprolifératives in vitro. Cette prolifération est
indépendante de I'IL-2, nécessite un contact cellulaire et est partiellement
dépendante de CD86. Les populations de DC ont €galement un impact
différent sur l'activité suppressive des Treg in vitro. En présence de DC
conventionnelles matures, les Treg suppriment fortement la prolifération et
la production d'IL-2 et d'TFN-y par les cellules T effectrices alors qu'en
présence de pDC, les Treg suppriment la production d'TL-2 mais pas la
prolifération ni la production d'TFN-vy des cellules T effectrices. Nos
résultats indiquent que l'anergie et la fonction suppressive des Treg sont
différentiellement contrdlées par les sous- populations de DC et suggérent
un role des pDC dans le contrdle des Treg in vivo.

Mots clés :

Cellules dendritiques ; Cellules T régulatrices; Tolérance
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STUDY OF THE ROLE OF DENDRITIC CELLS SUBSETS IN THE

EXPANSION AND FUNCTION OF REGULATORY T CELLS

(T REG) IN THE RAT
We have analysed in the rat the influence of different dendritic cell (DC) subsets
on the proliferation and the suppressive activity of naturally occurring T
regulatory cells (Treg) in vitro. DC subsets were purified from spleen and
separated as: CD103+CD45R-CD4+ (CD4+ DC), CD103+CD45R-CD4- (CD4-
DC) and CD103-CD45R+CD4+ or plasmacytoid DC (pDC). Our results show
that the three mature DC subsets tested induced a strong proliferation of
allogenic CD4+CD25-' Tcell but that, unlike conventional DC subsets (CD4- DC
and CD4+ DC), mature pDC stimulated with TLR7 or 9 induce, in the absence of
exogenous IL-2, a robust proliferative response of CD4+CD25+FOXP-3+ T cells
(Treg), which are reputed hypoproliferative in vitro. Expansion of Treg by pDC
1s IL-2 independent, requires cell contact and is partially CD86-dependent. DC
subsets also differentially control the suppressive activity of Treg in vitro. In the
presence of conventional DC, Treg strongly suppress proliferation of, as well as
IL-2 and IFN- y production by effector T cells, whereas in the presence of pDC,
Treg suppress IL-2 production by effector T cells but not their prolifeation and

IFN- vy production. Our results indicate that anergy and suppressive activity of

Treg are differentially controlled by DC subsets and suggest a role for pDC in the

control of Treg in vivo.

KeyWords:

Dendritic cells; T regulatory cells; Tolerance
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