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I. LES CELLULES DENDRITIQUES 

 

     I.1 Historique 
 

             La découverte des cellules dendritiques remonte à l’année 1868 quand Paul 

Langerhans découvrit l’existence d’une population de cellule de morphologie 

dendritique au sein de l’épiderme cutané. Pendant plus d’un siècle, les cellules de 

Langerhans furent assimilées à des cellules d’origine neurale, avant que l’on démontre 

leur origine hématopoïétique (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 à la Rockefeller University à 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 l’antigène suffisait à sélectionner et à provoquer la 

multiplication du lymphocyte spécifique (Burnet, 1960). En revanche, la mise en œuvre 

de cette activation lymphocytaire in vitro s’avérait difficile sans la présence de cellules 

dites accessoires. Ces cellules accessoires étaient nécessaires à l’induction d’une 

réponse anticorps primaire in vitro. Ces cellules accessoires spléniques pouvaient être 

séparées des autres cellules, et notamment des lymphocytes, grâce à leur propriété 

d’adhérence au verre ou au plastique et à 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 caractères 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 l’ensemble des cellules dans le sang et les tissus lymphoïdes. Actuellement, il 

est possible d’obtenir de grandes quantités de DC, in vitro, à partir de progéniteurs 

médullaires mais aussi grâce à 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’avèrent désormais fondamentales dans le contrôle des réponses immunitaires 

(Banchereau and Steinman, 1998). 

 



 

10 

 

 

 

     

 

 

 I.2  Généralités et rôle des cellules dendritiques  

 
             Les DC constituent une rare population de leucocytes spécialisés dans la 

présentation antigénique aux lymphocytes T. Elles jouent un rôle crucial  dans la 

réponse immunitaire innée et adaptative (Banchereau and Steinman, 1998). En effet, 

l’organisme possède un système 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 rôle 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.  Après avoir phagocyté l’agent étranger, 

elles migrent vers les organes lymphoïdes secondaires pour présenter les antigènes aux 

lymphocytes T et B et donc initier la réponse spécifique. Les lymphocytes B expriment 

des immunoglobulines de surface qui sont capables de reconnaître les antigènes sous 

leur forme native. Les lymphocytes T expriment des récepteurs à l’antigène (TCR) qui 

reconnaissent les antigènes protéiques sous forme peptidique, présentés par des 

molécules du CMH. Afin d’être reconnu par le lymphocyte, l’antigène doit donc être 

apprêté, et cet apprêtement a lieu dans les cellules dites présentatrices d’antigène (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 pathogènes et de produire des Ig, la 

présentation de l’antigène aux cellules T est la principale fonction connue des DC 

matures. De plus, seules les DC sont capables de stimuler des lymphocytes T naïfs, 

alors que toutes les CPA sont capables de stimuler des cellules T activées ou mémoire. 

Ceci est une caractéristique majeure des DC qui sont donc essentielles  à l’initiation de 

la réponse immunitaire adaptative contre un antigène nouveau. Elles méritent donc le 

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

 

     I.3 Les sous-populations des cellules dendritiques 
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            L’étude des cellules dendritiques a révélé l’existence de plusieurs populations 

de DC, spécialisées dans la capture, l’apprêtement 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. 

 

 

 

        I.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 lymphoïdes. 

 

                I.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 

l’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 à 8% des cellules de l’épiderme et se caractérisent par une morphologie 

très étirée, l’expression de certains antigènes non spécifiques comme CD1a 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’apprêtement antigénique. Ces granules disparaissent lors de la 

mutation. 

Les DC migratoires jouent un rôle de sentinelle dans l’organisme. Lors d’une agression, 

elles transitent du sang vers les tissus périphériques. Là, elles internalisent les antigènes 

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

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

 

                I.3.1.2   Les cellules  dendritiques résidentes des organes lymphoïdes 

            Les DC résidentes sont restreintes aux organes lymphoïdes. Elles représentent la 

plus grande partie des cellules dendritiques que l’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), 

où elles furent nommées initialement cellules interdigitées en raison de leurs longs 

prolongements cytoplasmiques s’immisçant entre les cellules T (Steinman et al., 1997). 

Dans le thymus, les DC se localisent dans la médullaire et surtout à la jonction cortico 

médullaire (Inaba et al., 1994) et jouent un rôle 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 l’expression des molécules CD4 et CD8 (Tableau 1). Les 

marqueur CD11b et CD205 permettent également 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 

différenciées dans les organes lymphoides à 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 à leur surface le marqueur 

CD11C+, les molécules du CMH de classe II ainsi que les molécules de costimulation. 

Et l’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

-
 CD11b

+
 CD205

-
, CD4

-
 CD8

-
 CD11b

+
 CD205

-
, et 

CD4
-
 CD8

+
 CD11b

-
 CD205

+
. Toutes ces populations présentent une activité optimale de 

présentation d’antigène et induisent l’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 CD8
-
 spléniques peuvent acquérir l’expression du 
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CD8 ainsi que d’autres marqueurs spécifiques des DC CD8
+
 après transfert, ce qui 

laisse penser que l’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 possèdent deux 

autres sous populations de DC (Henri et al., 2001): des DC CD4
-
 CD8

-
 CD205

faible
 

CD11b
+
 retrouvées au niveau des ganglions mésentériques et des DC CD4

-
 CD8

faible
 

CD205
fort

 CD11b
+
 retrouvées au niveau des ganglions de la peau.  

Dans le thymus, la majorité des DC expriment la molécule CD8
+
( 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 rôle 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 à présenter des peptides antigéniques.  

 

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

Schnorrer, 2007) 

 DC CD4+ DC CD8+ DC DN 

Situation    

Rate Zone marginale 

Pulpe rouge 

Zones T 

 

Pulpe rouge 

Zone marginale 

Ganglions lymphatiques sous-cutanés + + + 

Ganglions lymphatiques viscéraux + + + 

Thymus + + + 

Marqueurs de surface    

CD11c +++ +++ +++ 

CD4 + - - 

CD8 - ++ - 

CD205 - ++ -/+ 

CD11b ++ - ++ 

Langerin - + - 

CD24 + ++ + 
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SIRP  + - + 

Caractéristiques fonctionnelles à l’état 

de repos 

   

Maturité Immatures Immatures Immatures 

Costimulation + + + 

Présentation antigénique +++ +++ +++ 

CMH II ++ ++ ++ 

 

b) Chez l’homme : l’étude des différentes populations de cellules dendritiques chez 

l’homme est plus difficile que chez la souris, car les cellules dendritiques humaines 

n’expriment pas la molécule CD8 et aucune molécule alternative n’a été identifiée. En 

outre, du faite de la difficulté d’obtenir des organes lymphoïdes, très peu d’études sur 

les DC ont été réalisées. Les DC ont été étudiées essentiellement dans le sang, mais 

aussi dans les amygdales, dans l’épiderme et dans les tumeurs. Le sang reste le tissu le 

plus accessible et le plus disponible pour l’étude des DC. Cependant, leur fréquence 

reste faible. 

c) 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 l’homme, les 

cellules dendritiques n’expriment pas la molécule CD8 ; en revanche, elles expriment le 

marqueur CD103 reconnu par l’anticorps OX62 (Brenan and Puklavec, 1992), la 

molécule CD4 et les différentes populations spléniques sont identifiées par la présence 

et ou l’absence des marqueurs CD4 et CD172α (SIRPα). 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 

Th1. A l‘inverse, les DC CD4
+
 stimulent efficacement les lymphocytes T CD8

+
 

allogéniques et induisent une différenciation non polarisée dite Th0 (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 l’équivalent des DC CD8

+
 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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         I.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 à 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 confère une réponse spécifique à certains déterminant pathogéniques 

(Kadowaki et al., 2001). En fonction des espèces, 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 deuxième papier soumis pour publication et 

contrairement aux DC coventionnelles, les pDC matures stimulées via TLR7 et 

TLR9 induisent une forte prolifération des cellules TCD4
+
 CD25

+
 FOXP3

+ 
en 

absence d’IL-2 exogène. Ce qui suggère un rôle des pDC dans le contrôle des T reg 

in vivo. 

Chez la souris, les pDC expriment la molécule CMHII et CD11c, et dans certaines 

conditions, la molécule CD8 (Grouard et al., 1997). Chez l’homme, ces cellules 

n’expriment ni la molécule CD11c, 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’après (Hubert et al., 2006; Hubert et al., 2004; Trinite et al., 2000; Voisine et al., 2002) 

 

Population DC CD4- DC CD4+ pDC 

Phénotype 

CD4 

CD8 

CD5 

CD90 

CD45R 

CD11b 

CD11c 

OX62 

CD62L 

CD40 

CD80 

CD86 

CMH II 

SIRP  

CD200 

 

- 

- 

- 

+/- 

- 

+ 

+ 

Fort 

- 

- 

+/- 

- 

+ 

- 

+ 

 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Faible 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+/- 

- 

- 

+/- 

+ 

+ 

+ 

  Expression des TLR TLR1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 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 

Pulpe rouge 

Autour de la zone T Zone T 

Pulpe rouge 

  Fonctions 

-Phagocytose de cellules 

apoptotiques 

-Cytotoxicité 

-Sécrétion d’IFN-

-Sécrétion d’IL-12p70 

-Sécrétion d’IL-12p40 

-Sécrétion d’IL-6 

-Sécrétion d’IFN-

-MLR T CD4 

-MLR T CD8 

-Différenciation Th 

 

 

++ 

++ 

-/+ 

++ 

++ 

-/+ 

- 

++ 

+/- 

Th1 

 

 

- 

- 

-/+ 

- 

+/- 

-/+ 

- 

+++ 

+++ 

Th1/Th0 

 

 

- 

- 

++++ 

- 

++ 

++ 

- 

+ 

+/- 

Th1 

 

         I.3.3   Les cellules dendritiques inflammatoires 

     

           A l’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 à partir de précurseurs immédiats et sous l’influence de facteurs 

extérieurs elles se différencient en cellules dendritiques. Aussi ces précurseurs peuvent 

être 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, après infection par Listeria 

monocytogènes, sont représentatives de ce groupe. Ces cellules dérivant probablement 

des monocytes sanguins CCR2
+
 Gr1

+
, sous l’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). 

 

     I.4 Ontogénie des cellules dendritiques 

Les annotations des TLR en gras signifient une forte expression de ces TLR par la sous-population de DC. 
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           Les DC se différencient à partir des progéniteurs hématopoïétiques 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 l’homme comme chez la souris, on distingue des DC dites « lymphoïdes » 

et des DC dites « myéloïdes ». Ces deux populations diffèrent par leurs marqueurs 

membranaires et les facteurs de croissance nécessaires à leur différenciation mais sont 

issues d’une seule souche hématopoïétique commune CD34
+
. 

 

 

 

         I.4.1 Ontogénie des cellules dendritique chez l’homme 

 

            Chez l’homme, cette cellule souche hématopoïétique CD34
+
 se différencie dans 

la moelle osseuse en précurseur lymphoïde (common lymphoïde progenitor, CLP) et en 

précurseur myéloïde (common myeloid progenitor, CMP) qui sera également à l’origine 

des polynucléaires neutrophiles, des macrophages, et des mégacaryocytes (Akashi et al., 

2000). Les voies de différenciation des DC dites myéloïdes sont les plus connues 

(Steinman and Inaba, 1999). La culture de cellules souches hématopoïétiques CD34
+
, 

extraites de la moelle osseuse de adulte ou du sang de cordon, en présence de GM-CSF 

et de  TNF alpha permet l’obtention de deux types de précurseurs intermédiaires CD14
-
 

CD11c
+
 et CD14

+
 CD11c

+
 (Caux et al., 1996a; Caux et al., 1996b). A partir de ce stade, 

l’activité proliférative cesse. Sous l’action du GM-CSF, de l’IL-4 et du TGFbeta le 

précurseur CD14
-
 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 

CD14
+ 

(monocyte), sous l’action de GM-CSF et de L’IL-4 se différencie en DC 

immatures, dont l’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 l’origine 
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myéloïde des DC peut être due à 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). 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 1 : Ontogenèse des cellules dendritiques humaines (d’après (Schott, 2006). 

 

            Dans le sang, deux types de cellules précurseurs sont retrouvés (figure1). Les 

précurseurs appelés pré-DC1 possèdent 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 l’obtention des DC myéloïdes à 

partir  du sang. Les seconds précurseurs pré-DC2 retrouvés dans le sang ne possède pas 

de marqueurs myéloïdes, n’exprimant pas le récepteur du GM-CSF. Il s’agit des DC 

plasmacytoides (Schott, 2006). La voie de développement des pDC n’est pas très bien 

comprise mais le Flt-3 est la principale cytokine impliquée dans le développement des 

pDC à la fois chez l’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 caractère mixte, l’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). 

             

            Parallèlement à l’étude des DC chez l’homme, de nombreuses recherches ont été 

menées sur le modèle murin. Ces recherches et l’utilisation des animaux KO ou 

transgéniques apportent de précieux renseignements pour comprendre l’origine des 

cellules. 

 

 

         I.4.2 Ontogénie des cellules dendritiques chez la souris 

 

           Chez la souris, différentes origines hématopoïétiques 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 

lymphoïdes du fait de l’expression de marqueur communs entre les cellules pro T et les 

DC (Ardavin, 1997) et de leur différenciation simultanée aux cellules T, à partir du 

précurseur commun lymphoïde (Shortman, 2000). Dans la rate, les DC CD8
-
  spléniques 

dériveraient du précurseur myéloïde commun (CMP) sous l’action du GM-CSF (Inaba 

et al., 1992) et les DC CD8
+
  thymiques sont considérées comme d’origine lymphoïde. 

Cependant, il a été montré que le CLP et le CMP pouvaient engendrer les deux types de 

DC CD8
+
 et CD8

-
 spléniques et thymiques (Wu et al., 2001). De plus, les DC CD8

-
 

peuvent acquérir l’expression du CD8 et d’autres marqueurs spécifiques aux DC CD8
+
 

après transfert, ce qui suggère que les DC CD8
+
 et  CD8

-
 dans la rate représentent deux 

stades de maturation différents d’une même population de cellules (del Hoyo et al., 

2002). 

 

           L’hypothèse d’une origine  lymphoïde 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 à partir d’un précurseur lymphoïde n’a pas été montrée 

et l’origine lymphoïde des DC fait toujours débat (Dakic et al., 2004; Wu and Dakic, 

2004). 

           Les précurseurs lymphoïdes entraînent 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-3R

high
, 

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 à partir du 17
ème

 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 à une stimulation virale (Asselin-Paturel et al., 2001). Le Flt-3 entraîne le 

développement des pDC à partir des cellules souches de la moelle osseuse. Cependant, 

le GM-CSF bloque complètement 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 

hétérogène quant à l’expression des molécules CD4 et CD8 et qu’elle peut être 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 être des précurseurs de pDC CD4
+
 (O'Keeffe et al., 2002; Yang et al., 2005). 

Toutefois, toutes les sous populations de pDC produisent de l’IFN alpha suite à une 

stimulation par les CpG mais seule la population CD4
+
 produit cette cytokine en 

réponse à une stimulation par Staphylococcus aureus (O'Keeffe et al., 2002). De plus, 

suite à une stimulation du TLR-2 (Toll-like receptor 2), seules la population pDC CD4
- 

produit du TNF alpha en présence à 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 CD8
-
 et CD8

+
. En revanche, 

toutes les cellules pDC, suite à une stimulation de leur TLR 7 et 9, présentent une 

population homogène qui exprime CD8
high 

 CMH-II
high

. In vivo, les pDC activées sont 

CD205
-
 à la différence des DC conventionnelles qui peuvent être CD205

+
 (Naik et al., 

2005). 

Par ailleurs, il a été 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 lymphoïde 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 

côté, Toyama-Sorimachi et al. ont montré que les pDC en périphérie expriment à leur 

surface la molécule Ly49Q, récepteur identifié comme étant spécifique des cellules 

myéloïdes (Toyama-Sorimachi et al., 2004). Plus tard, ce même groupe a montré que les 

pDC du sang périphérique, de la moelle osseuse, les pDC hépatiques de même que les 

pDC générées en présence du Flt-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 quantité d’IFN alpha, d’IL-6 et d’IL-12p70 suite à une stimulation par les 

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

 

             

II.  Les cellules dendritiques et l’immunité innée      

 
    II.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 antigènes issus des cellules mortes, des pathogènes, des 

cellules infectées ou leur produits solubles pour les présenter aux lymphocytes T. Les 

voies utilisées pour la capture des antigènes par les DC sont principalement : 

l’endocytose, la phagocytose, et la macropinocytose. 

Le mécanisme de capture des antigènes par endocytose et phagocytose est basé sur la 

présence de récepteurs à la surface des DC qui reconnaissent des motifs sur des 

pathogènes et permettent à la DC de les discriminer. Ils font partie majoritairement de la 

famille des lectines de type C (Dépendants du Ca2
+
). 

Certains pathogènes peuvent utiliser la fonction de capture d’antigènes 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 entraîne une altération de la voie de présentation des 

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

 

           Ce mécanisme permet l’internalisation de macromolécules, grâce à 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). 

 

 

        

 

        II.1.2   La phagocytose 

 

           C’est un processus dépendant de l’actine capable d’internaliser de larges 

particules ou pathogènes (≥1μm). Bien que les propriétés de phagocytose des DC soient 

faibles par rapport à celles des macrophages, elles sont dotées de différents récepteurs 

leur permettant de reconnaître et d’internaliser un matériel très divers. Ainsi, les cellules 

apoptotiques ou nécrotiques sont phagocytées via les récepteurs au complément, la 

molécule de surface CD14, les  intégrines αvβ3 etαvβ5, 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 l’internalisation de complexe immuns (Fanger 

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

 

        II.1.3   La macropinocytose    

           La macropinocytose est très développée chez la DC. Elle est constitutive et 

permet l’endocytose non spécifique et illimitée d’antigènes solubles (Norbury et al., 

1997; Swanson and Watts, 1995). Elle permet de filtrer les liquides extra-cellulaires et 

de capturer les antigènes solubles même s’ils sont présents en faible quantité. Ce 

mécanisme est dû en partie à l’expression d’aquaporines (de Baey and Lanzavecchia, 
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2000). Comme la phagocytose, ce phénomène est aussi dépendant de l’actine et conduit 

à la formation de larges vacuoles intra-cellulaires (des macropinosomes) (Norbury, 

2006; Sallusto et al., 1995). (Figure 2). 

 

 

 

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

(Trombetta and Mellman, 2005). 

 

        

    II.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 l’infection. Les macrophages, cellules 

dendritiques, cellules NK qui opèrent en première 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 l’hôte ; (b) ils sont communs à de nombreuses espèces de micro-

organismes ce qui permet de reconnaître l’énorme diversité des microbes par un nombre 

restreint de récepteurs ; (c) ils sont essentiels à la survie des micro-organismes, ce qui 

limite l’apparition de mutants échappant à la reconnaissance. 

 

      II.2.1   Les Toll-like Récepteurs (TLR) 

 

                II.2.1.1   Découverte 

 

           Le nom de TLR vient de l’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 identifié comme un gène important lors de 

l’embryogenèse, et en particulier, lors de la mise en place de l’axe dorso- ventral 

(Lemaitre et al., 1996). En 1996, Jules Hoffmann et son équipe montre que Toll 

participe à l’immunité anti-fongique chez la drosophile (Hoffmann et al., 1996). A 

l’époque de cette découverte, les TLRs sont connus chez les mammifères grâce à 

l’identification chromosomique de TIL (maintenant appelé TLR1) en 1996 par l’équipe 

de Taguchi (Taguchi et al., 1996). A l’époque, étant donné ce qui est connu de Toll chez 

la drosophile, des hypothèses avancent un rôle de TIL dans le développement 

embryonnaire des mammifères. Par ailleurs, une autre molécule avec un rôle évident 

dans l’immunité des mammifères, le récepteur à l’interleukine 1 (IL-1R) a au préalable 

été décrite par Nick Gay en 1991 et en particulier, l’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 suggèrent que chez les mammifères, h-Toll pourrait « activer 

l’immunité adaptative ». La fonction précise de TLR4 est découverte en 1998 par le 

groupe de Bruce Beutler qui, par l’utilisation d’une technique génétique appelée 

« clonage positionnel », prouvent le rôle 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 mammifères, 
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chaque TLR pourrait reconnaître une molécule bien particulière témoignant d’une 

infection en cours. 

Il apparaît maintenant que cette proposition était correcte et que les TLR représentent 

chez les mammifères des protéines clés permettant de détecter une infection et de 

déclencher la réponse immune. 

 

 

                II .2.1.2   Implication des TLR dans la reconnaissance des pathogènes 

          

  

Figure 3 : Les TLR et leur ligands d’après (Akira and Takeda, 2004) 

 

Les TLRs (récepteurs Toll-like) appartiennent à 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 l’immunité innée en reconnaissant des motifs 

moléculaires conservés chez les pathogènes, les PAMPs (Pathogen-Associated 

Molecular Patterns). Ces motifs sont d’origine très diverses (bactéries, virus, parasite) et 

de nature variée (protéine, saccharide, acide nucléique) (Akira, 2006). 

La plupart des espèces de mammifères ont entre dix et quinze types de TLRs. Treize 

TLRs (appelés simplement TLR1 à TLR13) ont été identifiés chez l’homme et la souris 
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tandis que de formes équivalentes ont été trouvées chez d’autres espèces (Baccala et al., 

2007). Cependant, certains TLRs sont spécifiques de l’homme. Par exemple, un gène 

codant un analogue de TLR 10 chez l’homme est présent chez la souris mais semble 

avoir été endommagé dans le passé par un rétrovirus (pseudogène). La souris exprime 

par contre TLR11, TLR12 et TLR13, TLRs inexistants chez l’homme (Akira, 2003). 

Plusieurs membres de la famille des TLRs sont aujourd’hui caractérisés. Un même TLR 

peut reconnaître différents ligands (Reis e Sousa, 2004). 

Le TLR1 joue un rôle de corécepteur et s’associe au TLR2 suite une stimulation par des 

lipopeptides (Yamamoto et al., 2002). 

Le TLR2 reconnaît une très grande variété de micro-organismes. Il reconnaît les 

lipoprotéines des pathogènes tels que les bactéries Gram négatives, les mycoplasmes, 

les spirochètes et l’acide lipotéichoîque des bactéries Gram positives, et les 

glycoprotéines virales (Alors que la plupart des TLRs sont des homodimères, TLR2 a la 

particularité de s’associer en hétérodimère avec TLR1 ou TLR6, permettant 

respectivement la reconnaissance de lipopeptides triacyl ou diacyl (Takeuchi et al., 

2002). 

Le TLR3 reconnaît les ARN doubles brins qui sont produits par des virus en réplication 

(Alexopoulou et al., 2001); (Schulz et al., 2005). Ce TLR peut être stimulé aussi avec 

un ARN double brin synthétique appelé Poly (P : C). 

Le TLR4 est capable de reconnaître l’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 reconnaître la molécule 

CD14, située à 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 après interaction avec le MD2, une autre molécule de 

surface et le TLR4 (da Silva Correia et al., 2001). 

Le TLR5 reconnaît 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 rôle de co-récepteur du TLR2. Comme pour le TLR1, il s’associe au 

TLR2 suite à une stimulation par des lipopeptides. 

La famille des TLR7 et TLR8 est associée aux réponses antivirales et à la production 

d’IFN-α (Hemmi et al., 2002). Ces deux TLR reconnaissent la molécule synthétique de 

type imidazoquinoline ;(ayant un puissant effet antiviral se lie à 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 TLR9 reconnaît les motifs CpG de l’ADN microbien et 

engendre également une stimulation de la réponse immune (Medzhitov, 2001). Les CpG 

non méthylés de l’ADN se lient au TLR9 dans les endosomes, contrairement au TLR1, 

2 et 4 qui reconnaissent leur ligand à la surface cellulaire (Bauer and Wagner, 2002; 

Wagner, 2004). Il existe deux principaux types de CpG : le CpG de type B induit une 

importante production des cytokines inflammatoires comme l’IL-12 et le TNF-α alors 

que le CpG de type A, de structure différente, induit une production importante d’IFN-α 

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 l’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 

particulièrement 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 uropathogènes.  

 

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 l’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 à 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 à 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 reconnaître les pathogènes internalisés ou 

présents dans le milieu extracellulaire. Cependant de nombreux types de PRRs sont 

exprimés à la surface cellulaire : les C-type lectin like molécules, tels que mannose 

receptor et β-glucan receptor (par exemple, dectin-1) qui participent à l’engagement et à 

la capture des composants microbiens.. Néanmoins, les DC doivent aussi être capables 

de réagir face aux pathogènes 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 à ARN (CARDs) (Caspase Activation and 

Recruitment Domain), tels que RIG-1 (retinoic-acid-inducible gene I) et MDA5 

(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)  

 

 II.2.1.3   Les voies de signalisation des TLR 

           Les TLR possèdent un domaine intracellulaire commun au récepteur de l’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 MyD88 dépendante, les protéines 

adaptatrices sont activées suite à l’interaction du TLR avec son ligand. La TOLLIP 

interagit avec le TIR et entraîne l’activation de la protéine MyD88, nécessaire pour le 
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recrutement de la protéine IRAK. La phosphorylation de l’IRAK entraîne le recrutement 

de la protéine TRAF6. La formation de ce complexe aboutit à la phosphorylation puis à 

la translocation du facteur NF-κB, qui joue un rôle important dans la production des 

cytokines proinflammatoires et l’induction de la maturation des DC. 

Dans le cas de la stimulation via le TLR3, 5, 7, 8,9, c’est l’interaction directe de la 

protéine MyD88 avec le domaine du TLR, qui est responsable de l’activation des autres 

protéines adaptatrices.  

L’étude des voies de transduction a été réalisée dans plusieurs modèles expérimentaux 

notamment en utilisant des souris déficientes en MyD88. Ainsi, l’injection d’antigènes+ 

adjuvant de Freund à des souris déficientes en MyD88 ne permet ni l’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 à 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 NFκB 

(Kawai et al., 2001). La cascade de signalisation passe par un adaptateur au domaine 

TIR : TRIF (TIR domain-containing adaptator inducing IFN-β) qui va activer une 

cascade de MAP-Kinases (Yamamoto et al., 2003). La reconnaissance des composants 

microbiens entraîne l’activation de la DC et la production de cytokines inflammatoires.  

 

             II.2.1.4  Autres facteurs activant les cellules dendritiques 
 

           Le modèle du danger proposé par Matzinger suggère que les DC sont activées 

après 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 l’HSP60), elles 

peuvent être libérées dans l’environnement en cas de lyse cellulaire. 
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Depuis peu, il a été 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 endogènes de ces CPA. C’est le cas de l’HSP60 qui 

active le TLR4 de façon analogue au LPS (Ohashi et al., 2000) ou le groupe HSP70, 

HSP90 qui activent les macrophages et les DC via un récepteur identifié, CD91 (Basu et 

al., 2001). 

L’hypothèse est ainsi émise que les HSP pourraient constituer des inducteurs de 

l’immunité innée, capables d’alerter précocement le système immunitaire adaptatif d’un 

danger. L’étude 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 entraîner 

un « stress biologique » et par conséquent une maturation des DC. Par exemple, les 

kératinocytes peuvent produire L’IL-1, L’IL18 et le TNFα et activer les DC résidentes 

(Lebre et al., 2003). 

Aussi, le CD40L impliqué dans la phase finale de l’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 à l’origine d’une activation de DC immatures 

(Elzey et al., 2003; Kaneider et al., 2003). 

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

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

 

III. Les cellules dendritiques : cellules initiatrices et 

régulatrices de la réponse adaptative 

    III.1   Apprêtement antigénique 

           Après phagocytose par les cellules dendritiques, les agents microbiens et les 

antigènes sont dégradés en peptides qui sont ensuite couplés aux molécules du CMH, et 

exprimés sur la membrane cellulaire, afin d’être 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 l’espèce, on 
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parle en effet de HLA chez l’homme, de H2 chez la souris et de RT1 chez le rat. 

L’apprêtement des antigènes 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). 

 

       III.1.1  Le CMH de classe I 

           Les molécules du CMH de classe I sont exprimées de façon constitutive, à des 

niveaux variables, à la surface de toutes les cellules nucléés. Les molécules du CMH de 

classe I consistent en l’association non covalente entre une chaîne lourde, codée par 

exemple chez la souris par les gènes H2-K ou H2-D, et la β2-microglobuline (β2m). 

Chaque molécule du CMH de classe I présente un peptide de faible taille (8à 10 mers) 

provenant de la dégradation d’une protéine endogène (Germain and Margulies, 1993). 

Les protéines antigéniques endogènes après ubiquitination sont dégradées par le 

protéasome et diverses peptidases (Trombetta and Mellman, 2005). Les peptides 

générés accèdent alors via le transporteur TAP (Transporter associated with Antigen 

Processing) au réticulum endoplasmique. Là, ils sont clivés par la protéase ERAAP 

(Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase Associated with Antigen Processing ou 

ERAP 1) en peptides de 9 à10 acides aminés qui seront apprêtés sur les molécules du 

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

Mellman, 2005).  

           Le CMH de classe I est spécialisé dans la présentation de peptides endogènes. 

Cependant les DC sont également capables de présenter des peptides exogènes 

internalisés sur le CMH I grâce au processus de présentation croisée (Albert et al., 
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1998). Cette voie est quantitativement moins importante que la présentation endogène. 

Elle est néanmoins essentielle pour générer une réponse lymphocytaire TCD8 contre les 

cellules tumorales ou les pathogènes qui n’infectent pas les DC. IL est intéressant de 

noter que suite à l’activation des DC, la synthèse et la demi vie des molécules du CMH 

I sont augmentées et que contrairement aux molécules de CMH II, le renouvellement 

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

 

       III.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’antigènes 

exogènes 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 endogènes cytosoliques ont aussi accès aux lysosomes et donc 

au chargement sur le CMH II. 

           La présentation des antigènes sur le CMH de classe I ou CMH de classe II peut 

être régulée selon différentes modalités. Par exemple, l’internalisation via le récepteur 

DEC-205 améliore la présentation des antigènes (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 être régulée quantitativement, au cours de la maturation des DC, 

par une synthèse de protéases et de molécules du CMH (Cella et al., 1997; Rescigno et 

al., 1998) et qualitativement, par génération de nouveaux épitopes par 

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

 

  III.1.3  La présentation croisée 

           La présentation de matériel antigénique exogène 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 exogènes sur des CMH de classe I, c’est la cross- 

présentation ou présentation croisée. Le concept a été proposé pour la première fois par 

Bevan  qui observa une réponse CTL dirigée contre des antigènes de cellules injectées. 
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Bevan proposa que des peptides exogènes pouvaient être présentés in vivo à la surface 

des molécules CMH I entraînant ainsi des réponses CTL spécifiques. Il nomma cette 

voie « présentation croisée » (Bevan, 1976). Les CPA vont donc acquérir des antigènes 

de cellules tumorales ou infectées, ou de microbes qui n’ont pas infecté la DC et qui ont 

pu être 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 phénomènes 

biologiques : 

• Voie TAP dépendante : Les antigènes 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 antigènes capturés 

peuvent rejoindre les antigènes endogènes et suivre la voie classique de l’apprêtement 

du CMH de classe I (décrite ci-dessus). 

• Voie TAP indépendante : semble due à un échange de peptides chargés dans les 

molécules du CMH de classe I avec les antigènes exogènes 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 à la membrane sans passer par 

les protéasomes. Cependant, les peptides échangés et donc présentés à la surface n’ont 

pas subi une étape de dégradation par les protéasomes ce qui pourrait poser un problème 

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’antigènes comme les différents composants bactériens (Jeannin et al., 2000), des 

complexes immuns reconnus par le fragment Fc (Regnault et al., 1999), les antigènes 

associés aux HSPs (Heat Shock Protein) (Arnold et al., 1997) et aux exosomes (Wolfers 

et al., 2001). 

Enfin, la présentation croisée joue un rôle important dans l’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). 

 

       III.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 troisième classe de molécules impliquées dans la présentation 

d’antigène : les molécules CD1 (Gillessen et al., 2003). Ces molécules sont apparentées 

aux molécules du CMH de classe I. Elles sont non polymorphiques et s’associent de 

manière non covalente à la molécule β2-m (Jones et al., 1991). Chez l’homme, on 

distingue cinq gènes codant pour ces molécules de classe I non classiques 

(Guermonprez et al., 2002; Yu and Milstein, 1989) : CD1a, b, c, d, e. Par homologie de 

séquence, les CD1a, b, c ont été 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 CD1c 

vraisemblablement pour tous les compartiments. L’association du CD1b et du CD1C 

avec l’antigène peut se faire directement à la surface de la DC. La dernière isoforme des 

molécules CD1, la molécule CD1e n’est pas exprimée à la surface des cellules. Elle 

s’accumule dans l’appareil de Golgi et est relocalisée dans les endosomes tardifs au 

cours de la maturation des DC. Chez la souris, un seul gène homologue est identifié : 

CD1d (Bollyky and Wilson, 2004). La molécule CD1D est synthétisée au niveau du 

réticulum endoplasmique. L’association CD1/antigène 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’antigènes 

(Lawton et al., 2005). Dans ces compartiments, les molécules CD1d participent à 

l’apprêtement des antigènes glycolipidiques aussi bien d’origine endogène qu’exogène 

(Prigozy et al., 2001). Le mécanisme exact de la voie de présentation par les molécules 

CD1d reste encore à établir. 

La voie de présentation par les molécules du CD1d est impliquée dans les réponses 

immunitaires adaptatives (Nishimura et al., 2000), dans l’auto-immunité (Blumberg, 

2001; Naumov et al., 2001), dans l’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 l’homme ainsi que chez la souris peut s’associer à 

l’α-galactosyl-céramide, un antigène synthétique qui active une sous population 

particulière de lymphocytes T, les lymphocytes T NK (Guermonprez et al., 2002). Nous 

verrons plus loin son rôle, plus ou moins clair, dans le maintien de la tolérance médiée 

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

       III.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 à stimuler les lymphocytes T et de leur grande capacité de 

capture antigénique. Suite à la capture d’antigènes, les DC immatures vont subir un 

programme de maturation complexe qui va leur permettre d’avoir des capacités uniques 

à activer les lymphocytes T naïfs, et dont les éléments essentiels sont : 

i) Leur migration du lieu qu’elles occupent vers les organes lymphoïdes secondaires 

(Clark et al., 2000). 

ii) Une transformation morphologique caractéristique avec diminution de leur capacité 

de captures d’antigènes (Sallusto et al., 1995). Ce changement morphologique se 

caractérise aussi par une perte des structures adhésives, une réorganisation du 

cytosquelette entraînant la formation de dendrites et l’acquisition d’une forte mobilité 

cellulaire (Tang et al., 1993; Banchereau and Steinman, 1998). 

iii) La stabilisation et la présentation d’un grand nombre de complexe CMH/peptide à 

leur surface (Cella et al., 1997). En effet, à l’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 l’endocytose, 

favorisant ainsi une présentation antigénique massive et de longue durée. 

iv) Une expression en abondance des molécules de costimulation RANK, CD40, CD58, 

CD80 et CD86 indispensables pour l’activation des lymphocytes T naïfs (Banchereau 

and Steinman, 1998; Carreno and Collins, 2002). 

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

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

 

       III.2.2  La migration des cellules dendritiques  
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           Les lymphocytes T naïfs sont incapables d’accéder aux tissus périphériques, leur 

localisation est limitée à la circulation sanguine et aux organes lymphoïdes secondaires 

(von Andrian and Mackay, 2000). Une fois que les DC ont capturé l’antigène, elles 

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

 

 

      III.2.2.1  Les chimiokines 

           La migration dépend de molécules solubles appelées : chimiokines, et de 

l’expression relative de leurs récepteurs spécifiques. En effet, les chimiokines jouent un 

rôle dans la régulation du trafic des leucocytes et notamment des DC. Chaque sous-

population de DC possède 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 grâce à la multiplicité des chimiokines et de leurs récepteurs. 

Les chimiokines sont des protéines solubles de faible poids moléculaire (8-14kD), qui 

possèdent en général 4 cystéines conservées. On distingue quatre familles de 

chimiokines selon le nombre d’acides aminés séparant les deux premières cystéines : 

Les CC chimiokines jouent un rôle important dans la migration des cellules de 

l’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 l’endroit de l’organisme, selon l’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 à la situation du tissu au moment où 

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 rôle important dans les réponses 

immunitaires rapides (Sozzani, 2005). 

           La migration des DC est intimement liée à leur maturation. En effet, suite à une 

maturation des DC par l’injection de LPS, il s’en suit une migration des DC des tissus 

vers les organes lymphoïdes (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 même trajet migratoire en réponse à différentes 

chimiokines (Sozzani et al., 1998). 

 

 

 

     III.2.2.2  Expression des récepteurs de chimiokines    

           Après l’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 à répondre aux ligands du CCR2 et deviennent plus sensibles à 

l’action du CCL20 ce qui montre l’implication du CCR2 et ses ligands dans le 

mouvement initial des précurseurs de DC dans les tissus périphériques. 

           Chez l’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 l’expression du 

CXCL12 par des cellules tumorales entraîne une forte accumulation de pDC dans la 

cavité péritonéale chez l’homme (Zou et al., 2001). Ces pDC entraînent l’activation de 

cellules T reg  (T régulatrices) qui inhibent de façon spécifique la réaction immunitaire 

contre la tumeur. Aussi, il a été montré que les pDC et les monocytes du sang 

possédaient des profils migratoires différents alors qu’elles expriment de façon 

quasiment similaire les récepteurs aux chimiokines pro inflammatoires (Penna et al., 

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

 

     III.2.2.3  Production des chimiokines par les cellules dendritiques 

           Les DC produisent des chimiokines qui participent aux phénomènes de 

l’immunité adaptative et innée. En effet, après leur stimulation initiale, les DC 

immatures sécrètent des chimiokines comme le CXCL8, CXCL10, CCL3, CCL4 et 

CCL5 ce qui induit le recrutement des neutrophiles et des monocytes sur le site de 

l’infection. 
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Dans certains organes lymphoïdes secondaires, la capture des antigènes 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 été montré que les DC migrent 

de manière constitutive vers les organes lymphoïdes secondaires (Kamath et al., 2000). 

Il a été 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 lymphoïdes 

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). 

 

    III.3  L’activation des lymphocytes T 

       III.3.1  La mise en place de la synapse immunologique   

           La reconnaissance de l’antigène induit chez le le lymphocyte T la réorganisation 

de la membrane plasmique du cytosquelette sous-jacent (Roumier et al., 2001). Il se 

forme alors à 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 confère une stabilité à l’interaction du lymphocyte à la DC. 

 

 

    Figure 6 : La synapse immunologique (D’après (Friedl et al., 2005). 

       III.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 l’activation des lymphocytes. Il doit être accompagné par 

un signal 2, produit par les molécules de costimulation exprimées par la DC et leurs 

ligands exprimés sur le lymphocyte, en particulier l’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’IL-2 (Shahinian et al., 1993; Lu et al., 1994). L’IL-2 facteur d’expansion et 

de différenciation agit de manière autocrine et paracrine, jouant un rôle essentiel dans la 

prolifération des T .Une fois activées, les cellules T expriment CTLA-4 (CD152) qui 

reconnaît les molécules B7 avec une affinité supérieure au CD28. CTLA-4 délivre un 

signal négatif à 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 l’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 à l’activation des 

lymphocytes et l’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 antigène 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). 

 

       III.3.3  La différenciation des cellules TCD4
+
 

           Les cellules TCD4
+
, une fois activées par les CPA, vont activées de nombreuses 

cellules effectrices par l’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 également se 

différencier en cellules régulatrices, telles que les cellules TH3, ou encore en cellules T 

régulatrices de type 1 (Tr1) (Chapitre V.3.2 Autres types de cellules régulatrices). 

Les cellules TCD4+ helper effectricesTh1 produisent de grandes quantités d’IFN-γ et de 

TNF-  qui participent à l’immunité cellulaire contre les virus, les bactéries 

intracellulaires et les protozoaires, mais également dans les phénomènes 

d’hypersensibilité retardée. A l’inverse, les cellules effectrices Th2 produisent 

principalement de l’IL-4, de l’IL-5, de l’IL-6, de l’IL-10 et l’IL-13 qui sont importantes 

dans la défense humorale contre les parasites, les helminthes et les nématodes, et sont 

également responsables de réactions allergiques. dans les réactions d’hyper sensibilité 

immédiate médiées par les IgE, et de manière générale dans les réactions 

d’hypersensibilité immédiate extracellulaire (Foroncewicz et al., 2002); Inobe et al., 

1998). 

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

une protection contre les agents pathogènes et le maintien des mécanismes de tolérance 
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périphériques. Le développement d’une réponse Th1 ou Th2 prédominante est très 

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 l’IL-4 (Th2) et inhibe le 

développement de ceux secrétant de l’IL-2 (Th1). In vivo, l’IL-4 produite par les 

cellules T de type Th2, les mastocytes, les basophiles et les T NK favorise le 

développement des cellules T naïves en cellules de type Th2, en induisant l’expression 

du facteur de transcription STAT-6 et en activant l’expression du récepteur de l’IL-4 

(Dorado et al., 2002). 

           Durant la maturation des DC, ces dernières sécrètent de nombreuses chimiokines 

et cytokines contribuant à l’amplification de la réponse inflammatoire et de la réponse 

innée.  

Chez la souris, les DC spléniques CD8
+
 orienteraient la différenciation des lymphocytes 

CD4+ naïfs vers un profil cytokinique de type Th1 (avec forte production d’IFN-γ) alors 

que les DC CD8
-
 orienteraient les lymphocytes CD4

+
 naïfs vers un profil Th2 

(Maldonado-Lopez et al., 1999). Il a été suggéré que cet effet serait dû à une forte 

production d’IL-12 par les DC CD8
+
, contrairement aux DC CD8

-
 qui en produisent une 

faible quantité. Aussi chez la souris, les DC myéloïdes matures stimuleraient une 

réponse mixte ou de type Th2 alors que les DC lymphoïdes matures stimuleraient une 

réponse de type Th1 (Maldonado-Lopez et al., 1999; Pulendran et al., 1997; Reid et al., 

2000). Bien que plusieurs cellules puissent produire de l’IFN-α, il apparaît que le type 

cellulaire qui en produit le plus abondamment après 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 

l’appartenance des DC à la lignée myéloïde ou lymphoïde mais dépendrait aussi des 

cytokines produites par les DC. Les interleukines de la famille de l’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 à des réponses de type Th1. D’un pont de vue moléculaire, l’IL-

12p70 produite en grande quantité après reconnaissance de pathogènes suivie d’une 

stimulation par CD40L (Krug et al., 2001b) est un élément majeur de la polarisation 

Th1. La polarisation des réponses Th2 impliquerait des cytokines comme l’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  Th17. Il semblerait que ces cellules Th17 interviendraient dans des 

phénomènes inflamatoires autoimmuns. Elles ont un rôle particulièrement important 

dans les modèles EAE (Steinman, 2007). Les souris KO pour l’IL23 ou déficientes pour 

l’IL17 sont en effet résistants à l’induction d’une EAE (Cua et al., 2003; Komiyama et 

al., 2006). Les cellules Th17 produisent de grandes quantités d’IL-17 et participent à la 

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

 

 

       III.3.4  La différenciation des cellules TCD8
+
 

           Deux populations de cellules TCD8
+
, les lymphocytes Tc1 et Tc2, avec des 

profils de cytokines distincts de type Th1 ou Th2 ont été décrites chez la souris (Sad and 

Mosmann, 1995), chez le rat (Noble and Kemeny, 1995) et l’homme (Vukmanovic-

Stejic et al., 2000). La différenciation des précurseurs en lymphocytes Tc1 est induite 

par l’IFN-γ et l’IL-12 alors que la différenciation en lymphocytes Tc2 est induite par 

l’IL-4. Les lymphocytes Tc1 produisent de l’IFN-γ et l’IL-2, mais d’IL-4, alors que les 

lymphocytes Tc2 produisent de l’IL-4, de l’IL-5 et de l’IL10 mais pas d’IFN-γ. Les 

cellules CD8+ Tc1 et Tc2 expriment des niveaux similaires de perforine et de Fas et 

possèdent une activité cytotoxique équivalente. De plus, les cellules TCD8
+
 naïves 

montrent une forte préférence pour une différenciation en cellules Tc1. 

 

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 lymphoïdes 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 

l’expression de marqueurs assignés à 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 à 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 à la lignée 

dendritique et c’est ainsi que les cellules dendritiques plasmacytoides ou pDC ont été 

caractérisées. 

           Les virologistes, de leur côté, avaient décrit des cellules sanguines de petite taille 

qui n’étaient rattachées à aucune lignée de cellules sanguines, qui exprimaient le CD4 et 

les molécules HLA classe II et qui possédaient une très forte capacité de sécrétion 

d’IFN-α en réponse à une stimulation virale (Fitzgerald-Bocarsly, 1993). Ils l’avaient 

nommé la cellule naturelle productrice d’IFN-α (natural IFN-α producting cell (NIPC)). 

           En 1999, les groupes de Liu et Colonna ont montré parallèlement que les 

précurseurs des pDC avaient la capacité de forte production d’IFN-α en réponse à une 

stimulation virale et qu’elles correspondaient à la principale cellule sécrétrice d’IFN-α 

de l’organisme (IPC pour IFN-α 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 CD11c
-
, DC lymphoïdes. 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 à orienter les lymphocytes 

TCD4
+
 naïfs à sécréter des cytokines de type 2. 

           Les pDC possèdent des caractéristiques qui leur sont propres : les cytokines 

nécessaires à leur développement, leur phénotype, leur réponse aux pathogènes les 

corrélant à une expression particulière de PRR, leur production de cytokine, leur 

capacité migratoire et leurs fonctions les différencient sur tous ces points des cellules 

dendritiques myéloïdes. 

 

 

    IV.1 Localisation des cellules dendritiques plasmacytoides dans 

l’organisme 
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         Chez l’homme, les pDC sont présentes à 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 à 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 à 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 à la 

sélection négative des lymphocytes T autoréactifs.  Les pDC sont plus importantes 

quantitativement dans le thymus que les DC myéloïdes 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 l’homme, les pDC possèdent une morphologie particulière avec un 

cytoplasme relativement abondant et basophile, un noyau excentré, ce qui les fait 

ressembler à des plasmocytes, d’où 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 à 10μm. Sur le plan ultra structural, elles présentent un réticulum 

endoplasmique abondant et un appareil de Golgi très développé, suggérant une cellule 

différenciée possédant une forte capacité sécrétoire (Grouard et al., 1997). 

       IV.2.2   Marqueurs phénotypiques des cellules dendritiques plasmacytoides 

        Chez l’homme, les pDC n’expriment pas les marqueurs spécifiques de lignée B, 

NK, T, monocytaire, myéloïde 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 myéloïdes, elles n’expriment pas (chez l’homme) le 

CD11c, 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 l’expression des marqueurs suivants : CD4
+
 CD45RA

+
 HLA-DR

+
. 

L’absence de marqueurs phénotypiques spécifiques à cette cellule a été un frein à sa 

caractérisation. La mise en évidence de la forte expression du récepteur à l’IL-3 : 

CD123
+fort

 a permis ensuite de les identifier plus facilement en cytométrie en flux.  

            Les pDC expriment tout de même certains marqueurs communs avec la lignée 

monocytaire, comme le CD68 (microsialine) (Strobl et al., 1998) et le CD36 (récepteur 

à 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, ILT5, 

LIR8, (2) des récepteurs activateurs possédant des motifs ITAM intracytoplasmiques 

(Immunoreceptor tyrosin-based activated motif), comme IL-T1, ILT7, ILT8, LIR6 et (3) 

une molécule soluble ILT6 qui ne possède pas de région transmembranaire (Colonna et 

al., 2000). Certains de ces récepteurs ILT sont exprimés de façon différentielle par les 

DC. Ainsi, les pDC ont un phénotype ILT3
+
 ILT1

-
 alors que les DC myéloïdes 

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 caractérisé 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 

rôle dans l’internalisation des antigènes. Dans le sang, toutes les cellules BDCA-2
+
 

possèdent le phénotype de pDC tel qu’il a été décrit (CD4
+
 CD45RA

+
 HLA-DR

+
 

CD11C
-
 Lineage

-
 CD123

+ fort
). 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 être 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 à 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 rôle dans l’angiogénèse. 

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
+faible 

BDC2
+faible

 CD45RA
+ faible)

 dans la moelle osseuse. 

Dans les ganglions, il peut être exprimé sur des fractions lymphocytaires T CD4
+
 

(Dzionek et al., 2002). En culture, l’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 myéloïdes circulantes : contrairement aux DC myéloïdes, les pDC 

n’expriment pas BDCA1 (CD1c) et BDCA3 (Dzionek et al., 2000). Les pDC expriment 

aussi des molécules d’adhérence comme : CD11a
+
, CD18

+
, CD44

+
, CD49e

+
, CD31

+
 

(PECAM-1) et CD54
+
 (Grouard et al., 1997). Elles n’expriment pas ou peu à l’état basal 

les molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86 (Grouard et al., 1997). 

           Les précurseurs, équivalents des pDC chez l’homme, ont été identifiés chez la 

souris, dans les organes lymphoïdes (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 myéloïde est faiblement exprimé par les pDC 
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extraites des organes lymphoïdes 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 après une stimulation virale et qui est homologue aux pDC 

précédemment décrites chez l’homme et chez la souris. Ces cellules ont le phénotype 

suivant : CD5
+
, CD90

+
, CD45R

+
, CD45RC

+
, CD11C

-
, CD161a

+
, CD200

+
, CD172a

+
, 

CD32
+
, CD86

+
. Les pDC de rat n’expriment pas le marqueur spécifique des DC OX62 

(CD103) et sont plus abondantes dans la rate que les populations de DC CD4
+
 et CD4

-
 

classiques que nous avons déjà décrites et qui sont de très 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 être dérivées d’un 

progéniteur pluripotent lymphoïde (moelle osseuse et thymus) capables de générer 

toutes les cellules lymphoïdes (lymphocytes B, T et NK) et les pDC mais pas les autres 

cellules hématopoïétiques (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 lymphoïde commun (aux 

lignées lymphoïde et pDC) exprime CD45RA et le CD10 (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 possèdent déjà 

une morphologie plasmacytoide et sont identifiées dans le sang placentaire, le foie et la 

moelle osseuse fœtale et en très faible quantité dans le sang (Blom et al., 2000). 
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    Tableau 03 : Schéma représentant le développement des Pré-pDC à partir d’un 

progéniteur précoce CD34
+
 (d’après 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 à 

partir des progéniteurs CD34
+
 chez la souris et l’homme. En effet, la culture de 

progéniteurs hématopoïétiques CD34
+ 

d’origine médullaire, sanguine ou isolés de foie 

fœtal en présence de FLT3-ligand permet d’obtenir des pDC en 2 à 3 semaines (Blom et 

al., 2000). Le FLT-3 ligand est aussi impliqué dans  le développement et l’expansion de 

la voie dendritique en général (DC myéloïdes et pDC) lors de l’hématopoïèse (Gilliet et 

al., 2002).  

           L’IL-3 est une cytokine indispensable à la survie des pDC et à leur maturation en 

culture chez l’homme (Grouard et al., 1997). La présence de virus permet aussi leur 

maintien en culture. Sans ces facteurs, elles meurent rapidement par apoptose. 

D’ailleurs, les pDC expriment fortement le récepteur à l’IL-3 (CD 123) chez l’homme. 

           La maturation des pDC in vitro  nécessite la présence de CD40L, de ligands TLR 

7 ou 9, de virus. Les pDC matures acquièrent 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 l’acquisition de CD83 et DC-
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LAMP (DC-lysosome-associated membrane protein) et l’induction de la molécule 

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

   

       IV.2.5  Caractéristiques fonctionnelles des cellules dendritiques 

plasmacytoides 

           Les pDC possèdent une grande plasticité dans leurs fonctions. Elles interviennent 

dans les mécanismes de tolérance aux autoantigènes au niveau du thymus et en 

périphérie, contribuent aux défenses innées antivirales et antibactériennes et comme de 

véritables APC, elles acquièrent les capacités d’induire une réponse immune adaptative. 

Il est intéressant de noter qu’elles seraient impliquées dans la pathogénèse 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- ) qui vont 

ensuite évoluer en pDC matures sous l’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). Il 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 

possèdent un phénotype immature). 

          Comme nous l’avons décrit précédemment, le précurseur circulant des pDC (pré-

pDC) produit de grandes quantités d’IFN-  en réponse à une stimulation virale et est 

identifié chez l’homme comme la cellule principale sécrétrices d’IFN-   en réponse à 

un virus (réponse innée) (Banchereau et al., 2000a). Sur la base des premières études de 

l alittérature, au stade immature (pré-pDC), à la  différence des DC myéloides, les pDC 

possèderaient 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 antigènes viraux et induire la 

prolifération et la différenciation de lymphocytes T CD4
+
 Th1 et ainsi induire une 

réponse  antivirale adaptative (Fonteneau et al., 2003). In vitro, comme les DC 
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myéloides, en l’absence de stimulation préalable, les DC plasmacytoides ont de faibles 

capacités allo-stimulatrices, alors qu’après maturation induite par l’IL-3/CD40L ou par 

un agent viral/bactérien, elles iduisent la prolifération de lymphocytes T naifs. 

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

pDC circulantes acquièrent les caractéristiques de pDC matures. En plus de l’apparition 

des dendrites et de l’expression des molécules classe II (HLA) et des molécules de 

costimulation, la maturation des pDC se caractérise aussi par l’induction de CCR7 et in 

vivo, de la migration des pDC au niveau des organes lymphoïdes secondaires. Dans les 

ganglions, elles se localisent dans laes zones T paracorticales et jouent un rôle de 

véritables APC en stimulant les lymphocytes T. Ceux-ci expriment alors CD40L, ce qui 

complète 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 (après stimulation virale) 

(Cella et al., 2000) ou de type 2 (après maturation par CD40 L) (Rissoan et al., 1999). 

Cette capacité d’induire un profil type 1 ou 2 serait fonction de l’environnement dans le 

quel se trouvent les pDC. Chez le rat, les pDC matures induisent essentiellement une 

réponse de type Th1 (Hubert et al., 2004). Néanmoins, en fonction du stimulus initial, il 

a été montré que les pDC sont capables de générer des réponses Th1, 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 à travers 

leur production de cytokines en particulier l’IFN-α et l’IL-6, ces cellules permettent 

l’activation des cellules B (Jego et al., 2003) et la différenciation rapide de monocytes 

en DC (Santini et al., 2000).  Les pDC jouent un rôle 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- /  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 l’IL-6 sécrétée par les 

pDC les différencie en plasmocytes sécréteurs d’Ig.  

           Les pDC à différents stades de maturation activent les effecteurs de l’immunité 

innée comme les lymphocytes NK et NKT. Ainsi l’IFN-  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’IL-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 

après maturation (Banchereau et al., 2000a; Banchereau et al., 2000b), et induisent 

plutôt la production de cytokine de type 2, comme l’IL-4 et l’IL-5 par les lymphocytes 

T. Depuis cette description, la compréhension de l’orientation de la réponse immune par 

les pDC a évolué. En fait, l’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, secrètent de grandes quantités d’IFN-α, puis deviennent 

matures et induisent la production d’IFN-γ 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 Th1 et Th2  

et ne concerne pas les réponses de type Th3 (avec la production de TGF-β) ou de type 

Tr1 (avec la production d’IL-10) qui peuvent être 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 naïfs à produire de l’IFN-γ et de L’IL-10, réponse 

différente de la voie classique Th1 ou Th2. Ce type de réponse a été mis en évidence 

dans les réponses aux pathogènes intracellulaires (virus, certaines bactéries, parasites) et 

il a été suggéré que l’IL-10 protège l’hôte d’une réponse immune cellulaire excessive 

(Kadowaki et al., 2000).  

            Le rôle de la production d’IL-10 par une sous-population particulière de DC 

murines (Wakkach et al., 2003) a été bien montré par  Groux comme capital pour 

l’induction de lymphocytes Tr1. Ceci nous mène à l’idée que les pDC sont capables de 

générer des populations de lymphocytes régulant la réponse immunitaire. On verra ça 

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

+
 IFNγ

+
) (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-α dans le deuxième (Cella et al., 2000). E : Les 

pDC cultivées 3 jours en présence de virus Herpes simplex induisent une polarisation Th1 IFN-α 

dépendante (IFN-γ
+
) et de l’IL-10 (Kadowaki et al., 2000). F : Les pDC pré-incubées par l’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

+
 TGFβ

+
  IFN-γ

+
 ayant des propriétés suppressives (Moseman et al., 2004). 

H : Les pDC matures via IL-3 et CD40L sont capables d’induire des lymphocytes TCD8 régulateurs IL-

10+ IFN-γ
+faible

, anergiques à faible pouvoir cytolytique (Gilliet and Liu, 2002a). I : Les pDC matures via 

un virus sont capables d’induire des TCD4 spécifiques produisant des cytokines Th1 et des TCD8 

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

           Chez l’homme, la famille des IFN type I comporte 15 isotypes (13 isotypes IFN-

α, 1 IFN-β et 1 IFN-ω). L’IFN-α (produit par les leucocytes) et l’IFN-β (produit par les 

fibroblastes) sont les 2 types d’IFN type I majeurs possédant une activité antivirale. Ils 

induisent l’augmentation de l’expression des molécules HLA de classe 1 sur tous les 

types cellulaires et activent les macrophages et cellules NK. Ils ont aussi un rôle dans 

l’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’IFNα/β (IPC) correspondent aux pré-pDC circulantes (Siegal et al., 1999). 

La production rapide d’IFN-α/β par les IPC, en l’absence d’autres cellules, suggère bien 

que ces cellules sont des effecteurs de l’immunité innée et réagissent grâce à la 

stimulation directe de récepteurs aux virus. La capacité des virus irradiés par les UV à 

induire aussi la production d’IFN-α montre que l’infection virale n’est pas nécessaire 

pour entraîner la production d’IFN-α mais qu’elle est liée à l’interaction avec le virus ou 

certains de ces composants (Siegal et al., 1999 ; Yonezawa et al., 2003).   

La production d’IFN-α/β et de TNF-α 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, 

entraîner 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 TLR9 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 limité de Toll-like receptors (TLR) avec une 

expression spécifique et forte des TLR 7 et TLR 9 ce qui leur confère une réponse 

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

 

              IV.2.8.1   TLR 9 

            Comme on l’a déjà mentionné dans le chapitre II.2.1, le TLR 9 reconnaît les 

motifs CpG de l’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 l’effet de l’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-α  et peu d’IL-12 par 

les pDC (2) les CpG type B (prototype ODN 2006) qui est un faible inducteur d’IFN-α 

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 

l’IL-12 et le TNF-α (Krug et al., 2001b; Verthelyi et al., 2001). (3) un troisième 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 à produire de l’IFN-α 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 l’activation des 

monocytes, des lymphocytes NK et des lymphocytes Tγδ et des lymphocytes TCD8
+
 

par les CpG-ODN se ferait par l’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, CD83, et de CCR7), 
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ainsi que la production d’IFN-α, de TNF-α, d’IL-6 et de chimiokines inflammatoires. La 

stimulation combinée des pDC par CD40L et TLR 9 sont synergiques pour la 

production d’IFN-α 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-α, IFN-γ et IL-

12) utilisés souvent comme adjuvants en vaccination anti-infectieuse ou anti-tumorale 

(De Wit et al., 2004).  

Figure 8 : Rôle des CpG dans la réponse immune (D’après (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-  par les pDC. L’IFN-  stimule les lymphocytes NK 

et les T  à produire de l’IFN- . L’IFN-  secrété par les pDC et l’IFN-  agissent ensemble pour stimuler 
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les monocytes et les mDC. De plus, l’IFN-  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 l’activation des 

lymphocytes TCD4
+
 naifs vers la production de cytokines de type1. Ces lymphocytes TCD4

+
 Th1 en 

combinaison avec l’activation directe des lymphocytes B par les CpG B entraînent une forte stimulation 

de l’immunité humorale. 

                IV.2.8.2   TLR 7 

 

            Il a été montré que les pDC sont capables de reconnaître 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 entraîne leur activation. Les ssARN localisés dans le compartiment 

endosomal représentent dans ce cas la signature moléculaire de l’infection virale qui 

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

 

V.  La tolérance 

        A l’état physiologique, la tolérance au soi est une caractéristique fondamentale 

du système immunitaire essentielle pour le maintien de l’homéostasie et la prévention 

des maladies auto-immunes. Pour induire la tolérance, le système immunitaire utilise 

différents mécanismes, tant au niveau du thymus (tolérance centrale) qu’au niveau 

périphérique (tolérance périphérique). 

 

    V.1   La tolérance centrale 

         Physiologiquement, l’organisme met en place des mécanismes de tolérance au soi 

(auto -antigène) évitant ainsi le développement d’une réponse immune contre ses 

propres constituants. La tolérance centrale, au niveau du thymus, par sélection négative 

entraîne par apoptose la mort de 90 à 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 après la naissance, induisait un 

large spectre de maladies autoimmunes (Sakaguchi et al., 2001). Les clones autoréactifs 

possédant un récepteur T (TCR) pour l’antigène, de forte affinité pour les auto-

antigènes présentés par les molécules du CMH des cellules dendritiques thymiques sont 

éliminés. Le phénomène 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 l’injection intrathymique d’antigène 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 l’organisme pour parer à 

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 à la délétion intra-thymique ( 

sélection négative) ou les clones dirigés contre des auto-antigènes absents dans le 

thymus. Cinq mécanismes majeurs non exclusifs entre eux ont été proposés pour 

expliquer l’induction ou le maintien de la tolérance des lymphocytes T : l’ignorance 

immunologique, la délétion clonale, l’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 à un 

antigène, les cellules ne prolifèrent pas même si elles sont stimulées dan des conditions 

optimum. L’induction de l’anergie est souvent associée à une interaction des 

lymphocytes avec des DC immatures (Macian et al., 2004). L’anergie des lymphocytes 

T est induite par les CPA, généralement après une stimulation antigénique incomplète, 

par exemple en l’absence du signal de costimulation. L’anergie clonale peut être définie 

comme une « paralysie fonctionnelle » des lymphocytes T, caractérisée par une 

incapacité de production de cytokine (IL-2) et une incapacité à répondre à 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 à un état d’anergie, peut être 

seulement temporaire. 

 

        V.2.2    Délétion clonale 
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           En périphérie, la survie des cellules T naives dépend de l’activité de molécules 

anti-apoptotiques, telles que Bcl-2 et Bcl-xL. Son expression est induite par des voies de 

signalisation situées en aval du récepteur à l’IL-7. Lors d’une interaction entre TCR et 

son ligand, l’expression de la chaîne  de ce récepteur est fortement déprimée, ce qui 

conduit à une perte d’expression des molécules anti-apoptotiques (Schluns et al., 2000). 

L’hypothèse 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 à l’anergie. Par contre, le flux calcique libéré est 

suffisant pour induire l’expression de protéines pro-apoptotiques (telles que Bim) qui  

mèneront à la déletion clonale des cellules T autoréactives. Le blocage des voies de 

costimulation, stratégie souvent utilisée pour induire une tolérance (Sayegh and Turka, 

1998), entraîne une mort passive puisque l’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 

phénomène est dépendant de la production d’IL-2 mais indépendant de l’expression de 

Bcl-2 et Bcl-xL. 

Ainsi, une activation incomplète des lymphocytes T par manque de signaux de 

costimulation peut entraîner une délétion de ces lymphocytes (Ferber et al., 1994). 

Plusieurs études ont également établi l’importance de la dose de l’antigène dans 

l’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 à une stimulation antigénique. Ces cellules ne sont pas 

inactivées, ce qui les différencient des cellules anergiques, mais elles ignorent l’antigène 

(Miller et al., 1990). L’ignorance peut résulter de la séquestration de l’antigène dans des 

sites dits « privilégiés », non accessibles aux cellules T réactives, ou d’une absence de 

présentation par les cellules présentatrices d’antigène, qui les rend invisibles aux 

cellules T (Kurts et al., 1999). 

Enfin, l’ignorance immunologique peut se mettre en place lorsque le niveau d’antigène 

est en dessous du seuil requis pour induire l’activation ou la délétion des cellules T 

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

           La déviation immune correspond à l’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-β) ou Tr1 (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 Th1. En effet, différents 

modèles de tolérance induite suggèrent une déviation de la réponse immunitaire Th1 

vers une réponse de type Th2 qui se traduit par une diminution des cytokines de type 

Th1 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 Th1 ou type Th2 comme la dose et le type d’antigène, le type de 

CMH, des facteurs génétiques, le contexte cytokinique et le type de CPA présentant 

l’antigène au lymphocyte T. Il est classiquement admis que la quantité d’IL-12 sécrétée 

par la DC joue un rôle fondamental dans l’orientation du lymphocyte vers la réponse de 

type Th1 (si une forte dose d’IL-12 est sécrétée par l’APC) alors que la production d’IL-

4 ou d’une faible quantité  d’IL-12 oriente vers un profil de type Th2 (Rissoan et al., 

1999). La capacité des DC à produire des quantités suffisantes d’IL-12, directement en 

réponse aux pathogènes ou, secondairement, lors de son interaction avec le lymphocyte 

T à qui elle présente l’antigène, contribue à l’initiation et au développement de la 

réponse type Th1 (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 l’induction d’une réponse type Th2 et que de façon 

surprenante, la production d’IL-12 par la DC n’est pas absolument nécessaire à la 

réponse type Th1, mais accroît simplement le développement de cellules type Th1. 

 

      V.2.5   La suppression active 

           La délétion clonale et l’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 à 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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contrôle et de l’achèvement de la réponse immune. Puis, l’intérêt 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’intérêt pour ces cellules.  

 

 

 

 

 

V.3   Les cellules régulatrices  

           Au cours de ces dernières années, les cellules régulatrices ont fait l’objet d’un 

nombre exponentiel de publications reflétant l’enthousiasme suscité. La raison de cet 

engouement est double ; d’une part il témoigne d’une avancée très importante dans la 

compréhension du contrôle de la réponse immunitaire adaptative, d’autre part l’espoir 

d’une manipulation sélective de cette sous-population lymphocytaire ouvre  des 

perspectives fascinantes en thérapeutique humaine. Leur rôle physiologique et leur 

implication en pathologie sont multiples. Elles ont d’abord été impliquées dans le 

contrôle des lymphocytes réactifs aux antigènes du soi (Sakaguchi, 2005; Sakaguchi et 

al., 1995). Leur potentiel a aussi été 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 l’hôte (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 : Tr1 (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 

façon naturelle chez les individus sains, et exercent une activité non spécifique 

d’antigène mais leur stimulation est spécifique d’antigène. 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

-
 à 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 empêcherait le développement 

(Sakaguchi, 2005; Sakaguchi et al., 1995) . Depuis ces travaux, ces cellules ont suscité 

un grand intérêt et font l’objet d’études très poussées pour comprendre leur genèse, 

fonctions et mécanismes d’action (Toda and Piccirillo, 2006).  

On a découvert des cellules homologues chez l’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 

l’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 à travers les organes lymphoïdes secondaires. Ils sont sélectionnés 

positivement par les cellules de l’épithélium cortical (CMH d’affinité intermédiaire) 

(Figure 9). En effet, les Treg jouent un rôle majeur dans la tolérance périphérique des 

cellules T en contrôlant l’effet potentiellement délétère des cellules T auto-réactives 

ayant échappées à la délétion thymique (Sakaguchi, 2004). 
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Figure 9 : Modèle de développement des lymphocytes TCD4
+
 CD25

+
 naturels lors 

de la sélection thymique à partir des lymphocytes T CD4
+
 conventionnels 

 

 

 

Chez  l’homme, les Treg apparaissent dès la 13
ème

 semaine de grossesse (Darrasse-Jeze 

et al., 2005). On les trouve dans le thymus, dans le sang de cordon, mais également en 
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périphérie (sang, organes lymphoïdes secondaires) ou elles peuvent être induites 

(Godfrey et al., 2005). 

Le CD25, chaîne α du récepteur à l’IL-2, représente en général un marqueur 

d’activation des lymphocytes T. Toutefois, il est présent de façon constitutive et plus 

forte sur les T reg. Les cellules TCD4
+
 CD25

fort
 (Treg) représentent 5 à 10% des 

lymphocytes CD4
+
  périphériques (Jonuleit and Schmitt, 2003), et dans le thymus elles 

représentent aussi 5 à 10% des thymocytes CD4
+
 CD8

-
 (Itoh et al., 1999; Jordan et al., 

2001). 

Plusieurs études ont montré l’implication des molécules de costimulation B7/ CD28 

dans la génération et l’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 genèse et leur survie en périphérie. En effet, des souris 

déficientes pour les molécules CD80 et CD86 ou CD28 ne possèdent plus cette 

population de cellules régulatrices responsables de la protection du diabète chez la 

souris NOD (Salomon et al., 2000). De manière similaire, l’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 était essentielle au développement et à l’homéostasie des cellules régulatrices 

naturelles  TCD4
+ 

CD25
+
 (Salomon et al., 2000). Des souris déficientes en CD40 

possèdent un nombre réduit de cellules CD4
+
 CD25

+
, ce qui montre que l’interaction 

CD40/ CD40L semble nécessaire à la génération et au développement des cellules 

régulatrices (Kumanogoh et al., 2001). Le CD28 participe également à l’homéostasie 

des lymphocytes T régulateurs et notamment par la régulation de l’expression du CD25 

à la surface de ces cellules (Tang et al., 2003). 

L’IL-2 semble être une cytokine importante dans l’homéostasie et la fonction des 

lymphocytes T régulateur (Setoguchi et al., 2005). En effet, les souris déficientes en IL-

2 ou en chaîne α ou β du récepteur de l’IL-2 développent des pathologies auto-immunes 

graves similaires à 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 à leur prolifération physiologique et leur 

activation et leur maintien en périphérie. L’IL-2 est aussi indispensable à la survie des 

TCD4
+
 CD25

+ 
(Toda and Piccirillo, 2006) (Figure 10). En effet, ces souris déficientes 

en IL-2 ont très peu de CD4
+
 CD25

+
 mais ces cellules CD4

+
 CD25

+
 FOXP3

+
 possèdent 

une activité suppressive normale, suggérant que l’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
faible

) (Setoguchi et al., 2005). Ainsi, l’IL-2 semble impliquée dans une boucle de 

régulation négative entre les cellules T effectrices et les cellules Treg CD4
+
 CD25

+
 

FOXP3
+
. C'est-à-dire que l’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’après Toda and Piccirillo, 2006). 

 

Figure 10 : Régulation de l’homéostasie périphérique des Treg CD4
+
 CD25

+
 par 

l’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 manière 

constitutive la chaîne α du récepteur à l’IL-2 (Sakaguchi et al., 1995). L’expression du 

CD25 n’est pas restreinte à la population régulatrice/suppressive puisque après 

activation, les cellules naïves acquièrent le CD25 de façon transitoire. Halfer et al 

considèrent que les T reg se situent uniquement dans la population CD25
fort

 (Baecher-

Allan et al., 2001). D’autres études confirment que l’activité suppressive se trouve 

uniquement dans la population CD25
fort 

(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
fort

, les 

lymphocytes T mémoires CD25
faible

 et les lymphocytes T conventionnels activés 

CD25
fort 

(Godfrey et al., 2004) qui interfèrent avec la purification des lymphocytes 

Treg. Plusieurs marqueurs ont été associés à ces lymphocytes T régulateurs : le 

CD45RO (Baecher-Allan et al., 2001), CD122 (chaîne β du récepteur à L’IL-2) (Wing 

et al., 2002), CD62L (L-sélectine) (Ermann et al., 2005), CD103 (intégrine αЕβ7) 
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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 façon constitutive aussi bien chez la souris 

(Takahashi et al., 2000; Read et al., 2000) que chez l’homme (Jonuleit et al., 2001; 

Dieckmann et al., 2001). Récemment Seddiki et al. ont montré que les lymphocytes T 

régulateurs CD4
+
 CD25

+ 
humains peuvent être distingués des lymphocytes T activés par 

une faible expression du CD127, la chaîne α du récepteur à L’IL17 (Seddiki et al., 

2006). 

           Le facteur de transcription Foxp3 (forkhead box P3) a été identifié comme un 

gène majeur pour le contrôle du développement et de la fonction des cellules Treg CD4
+
 

CD25
+
 (Fontenot et al., 2003; Sakaguchi et al., 2006). Le rôle 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 gène 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, sévère, auto-immuns allergique, appelé IPEX 

(immunodysregulation, plyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome (Wildin et 

al., 2001). Le rôle de Foxp3 dans la genèse des lymphocytes T régulateurs a été 

démontré par l’analyse de souris chimériques. Des souris irradiées de manière létale ont 

été reconstituées avec un mélange de cellules hématopoïétiques de moelle osseuse de 

souris normales et des souris déficientes en Foxp3. Un marquage des cellules de chaque 

moelle a permis leur rôle dans la reconstitution du système immunitaire de la souris. 

Seuls les cellules hématopoïétiques de la moelle osseuse de al souris normale 

contribuent au développement des Lymphocytes TCD4
+
 CD25

+ 
 démontrant ainsi le rôle 

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 à 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
+
 fraîchement isolés du sang périphérique répondent peu à une stimulation 

allogénique et ne répondent pas à 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 être stimulés via leur TCR (Shevach, 2001; Shevach et al., 2001; Thornton and 

Shevach, 2000): la phase d’induction est donc dépendante de l’antigène. Une fois 

stimulés, ils inhibent les autres lymphocytes T de façon indépendante de l’antigène, 

c'est-à-dire que la suppression est indépendante de la spécificité antigénique des 

lymphocytes T (Thornton and Shevach, 1998). Par contre, l’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 été montré in vivo que des facteurs solubles 

comme IL-10 et TGF-β sont importants pour l’induction de tolérance par les T reg 

(Powrie et al., 1994). 

La conséquence ultime de la suppression est l’inhibition de la transcription de l’IL-2 

dans la population des cellules TCD4
+
 CD25

-
 (Thornton and Shevach, 1998). L’effet 

suppresseur et l’anergie des TCD4
+
 CD25

+
 peuvent être annulés par l’apport exogène 

d’IL-2 ou d’IL-15 (Thornton and Shevach, 1998; Jonuleit et al., 2001; Dieckmann et al., 

2001). 

           Le fait que l’effet suppresseur soit uniquement observé suite à l’activation des 

cellules suggère que l’activation du TCR induit l’expression de protéines permettant 

l’activité suppressive (McHugh et al., 2002). Les études utilisant des anticorps 

neutralisant ont montré le rôle de facteurs solubles, comme L’IL-10 (Asseman et al., 

1999) et le TGF-β (Read et al., 2000). Ces données sont controversées par d’autres 

auteurs qui ne mettent pas en évidence le blocage de l’activité suppressive en 

neutralisant les cytokines IL-10, IL-4 et TGF-β (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 l’homme (Sakaguchi, 2004). Le 

facteur de transcription Foxp3 semble être 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 rôle important du facteur Foxp3 dans l’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

+
 à caractère suppressif (Fontenot et al., 2003). En conclusion, le 

marqueur Foxp3 est restreint aux cellules régulatrices CD4
+
 CD25

+
 naturelles mais peut 

être 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
low

 (RB chez la souris et RC chez le rat) ou CD62L (L-sélectine). 

           Les cellules CD45RB ou RC
low

 ont été impliquées dans le contrôle du 

développement de maladies auto-immunes multi-organes (Powrie and Mason, 1990), de 

la colite (Powrie et al., 1993), du diabète (Fowell and Mason, 1993), de la thyroïdite 

(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 contrôle du diabète 

(Seddon et al., 1996).  

Il est important de noter que ces trois marqueurs (CD25, DC45RB/RC
low 

et CD62L) ne 

permettent pas de distinguer trois populations cellulaires distinctes ; au contraire, une 

forte proportion des cellules CD45RB/RC
low 

 et des cellules CD62L sont CD25
+
. 

 Le CD62L est une molécule d’adhésion appartenant à la super famille des sélectines,  et 

qui joue un rôle important dans la migration des lymphocytes au niveau des ganglions 

lymphatiques. Cette molécule est exprimée de façon constitutive à la surface de la 

plupart des lymphocytes T et B activés (Lewinsohn et al., 1987). Les cellules CD4
+
 

CD62L sécrètent peu d’IFNγ, peu d’IL-2, pas d’IL-10 et d’IL-4 (Alyanakian et al., 

2003). Il a été montré que ces cellules CD4
+
 CD62L

+
 sont à la fois dans la population 
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CD4+ RB
high

 et CD4+RB
low

 et que 50 à 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
low

 et leur activité 

régulatrice a été confirmée in vivo dans un modèle 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 antigène, et leur capacité suppressive est spécifique de cet antigène. 

 

          V.3.2.1   Les cellules Th3 

           Ces cellules Th3 (cellules sécrétrices du TGFβ), retrouvées chez l’homme et 

décrites dans plusieurs modèles animaux forment une sous-population unique de 

lymphocytes qui sécrètent de grandes quantités de TGFβ (Mills and McGuirk, 2004; 

Taams and Akbar, 2005; Zheng et al., 2002). L’activité suppressive des cellules de 

sous- type Th3 est inhibée par l’ajout d’un anticorps anti- TGFβ, suggérant que 

l’activité suppressive de ces cellules est principalement médiée par cette cytokine 

(Cottrez and Groux, 2004). 

Les cellules régulatrices de type Th3 possèdent une capacité suppressive sur les cellules 

Th1 et Th2, et jouent un rôle 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 TGFβ, d’IL-10, d’un anticorps anti IL-12, et d’IL-4 

(Zheng et al., 2002). 

In vivo, l’induction de population de sous-type Th3 suite à l’administration d’antigènes 

par voie orale est augmentée par l’administration orale de l’IL-4. En revanche, 
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l’injection d’un anticorps anti CD86 mais pas l’anticorps anti CD80 empêche 

l’apparition des cellules de type Th3 normalement induite par l’administration orale 

d’antigène, ce qui démontre le rôle important de certaines molécules de costimulation 

dans la génération de cette population (Weiner, 1997). Récemment, une étude publiée 

dans un modèle murin a démontré que l’expression de Foxp3, la taille du compartiment 

en Treg et l’activité suppressive étaient dépendants de signaux induits par le TGFβ dans 

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

 

          V.3.2.2  Les cellules régulatrices 1 (Tr1) 

           Les cellules régulatrices Tr1 sont des cellules CD4
+
 qui sécrètent peu d’IL-2, pas 

d’IL-4, des quantités importantes d’IL-10 (Battaglia et al., 2006), et des quantités 

modérées de TGFβ, l’IL-5 et d’IFNγ. Elles sont capables d’inhiber l’activation des 

cellules naïves principalement par la sécrétion d’IL-10 et de TGFβ (Bacchetta et al., 

2005; Battaglia et al., 2006). Ces cellules peuvent être 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 Tr1 est dépendant du contact 

cellulaire même si les expériences utilisant des systèmes de culture en chambres 

séparées montrent que l’effet suppresseur est médié, au moins partiellement par les 

facteurs solubles (Groux, 2003). Les cellules Tr1 inhibent des réponses immunitaires de 

type Th1 et de type Th2 impliquées dans de nombreuses pathologies (Bacchetta et al., 

2005). 

 Chez l’homme, des cellules générées en présence d’IL-10 et d’IFNα, sont capables 

d’inhiber la réponse des cellules CD4
+
 autologues naïves contre des alloantigènes par un 

mécanisme dépendant de l’IL-10 et du TGFβ (Levings et al., 2001).  Enfin, l’activité 

suppressive de ces cellules semble jouer un rôle 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 façon similaire a ce qui a été décrit pour les Lymphocytes TCD4
+
, il a été mis 

en évidence, parmi les lymphocytes TCD8, 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 à ce jour, les 

lymphocytes T CD8
+
 CD45RC

low
, 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

low
 capables de tolérance 

infectieuse dans le modèle d’allogreffe cardiaque chez le rat (Guillonneau et al., 2007). 

Auparavant, les travaux de Saoudi et al ont démontré, pour la première fois chez le rat, 

l’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
high

 et CD45RC
low

. Ils ont démontré que 

les cellules CD8
+
 CD45RC

low
 fraîchement 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 à la fois in vitro et in vivo. Les fonctions régulatrices et les mécanismes 

d’action de ces cellules sont liés à une inhibition de l’expression des cellules effectrices 

CD4
+
 Th1. De plus, cette régulation requiert des contacts cellulaires et non une action 

dépendante des cytokines (Xystrakis et al., 2004). 

           D’autre part, chez l’homme, Cosmi et al ont caractérisé 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 l’anergie des lymphocytes T helper (Chang et al., 

2002; Manavalan et al., 2004). Ces cellules suppriment les réponses spécifiques de 

l’antigène en inhibant la production d’IL-2 et l’expression de CD80 et de CD86 par les 

CPA (Colovai et al., 2000).  

Des cellules CD8
+
 régulatrices peuvent également être induite par l’administration orale 

d’antigènes. En effet, l’administration orale d’auto-antigène permet le développement 

de des CD8
+
 régulatrices produisant de forte quantité de TGFβ 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 rôle de TGF-  dans l’induction de cellules T régulatrices pour 

prévenir l’auto-immunité. En effet, en présence d’IL-6, le TGF-  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 

TGFβ, l’IL-6, IL-1 et l’IL-23  peuvent jouer sur le développement de ces cellules Th17 

(Veldhoen et al., 2006). Il semble en effet que l’IL-23 serait plus importante dans la 

survie et l’expansion de cellules Th17 plutôt 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 l’inverse, l’IL-27 a été décrite comme 

inhibant le développement des cellules Th17 (Batten et al., 2006; Stumhofer et al., 

2006).  La réponse immune de TGF- , dépend de  l’acide rétinoique qui agit comme un 

régulateur et est capable d’inhiber  l’IL-6  nécessaire à 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 être possible suite à leur interaction avec les DC. 

Par ailleurs, les DC sont présentes dans les tissus périphériques où elles peuvent 

capturer des antigènes. Ces antigènes sont transportés par les DC dans les organes 

lymphoïdes secondaires, comme les ganglions lymphatiques et la rate, et y sont 

présentés aux cellules T. En l’absence d’infection ou d’inflammation, les DC sont alors 

à l’état de repos. L’apoptose est un phénomène non inflammatoire (Pittoni and Valesini, 

2002) et les corps apoptotiques qui en résultent sont rapidement éliminés par les 

macrophages et les DC. Les auto-antigènes ainsi libérés lors de l’apoptose  sont 

capturés par les macrophages qui assurent une fonction d’élimination. De façon 

complémentaire, les DC immatures participent à l’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
+
 pathogènes (Heath and 

Carbone, 2001) soit par l’activation des lymphocytes TCD4
+
 régulateurs (Mahnke et al., 

2002). Jonuleit et al ont montré que la stimulation répétée des lymphocytes T naïfs 

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 Tr1 en stimulant de façon 

répétée  des cellules mononuclées du sang périphérique par les DC immatures 

allogéniques (Levings et al., 2005). L’activité suppressive des ces cellules Tr1 dépend 

de leur sécrétion d’IL-10 et de TGFβ. Toujours chez l’homme, il a été montré que 

l’injection de DC immatures par voie sous-cutanée entraîne l’induction de cellules 

TCD8
+
 spécifiques de l’antigènes(Dhodapkar and Steinman, 2002), on peut obtenir 

aussi des cellules T reg CD8
+
 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 l’IL-

10 ou pharmacologiques comme les analogues de vitamine D3, serait à l’origine de la 

génération des lymphocytes T régulateurs (Enk, 2005); (Penna et al., 2005). Le plus 

souvent ces traitements empêchent la maturation des DC par l’inhibition de la voie NF-

κB (Rutella and Lemoli, 2004). Ces DC sécrètent préférentiellement de l’IL-10 au lieu 

de l’IL-12 et induisent des lymphocytes régulateurs (Mahnke and Enk, 2005).  
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                                          Objectif de l’étude 

Ce travail a été réalisé à l’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 à 

la tolérance des organes transplantés. Une partie importante de la recherche 

fondamentale y est réalisée sur le modèle du rat qui permet la mise en place facilitée de 

modèles de transplantation d’organes. 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, les DC jouent un rôle fondamental dans la 

régulation des réponses immunitaires et dans le maintien de la tolérance périphérique. 

Les DC sont les principales cellules présentatrices de l’antigène 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 rôle central dans l’initiation des 

réponses immunitaires contre les allogreffes et récemment leur rôle majeur dans la 

tolérance des cellules T a également été démontré (Steinman and Nussenzweig, 2002). 

Différentes sous-populations de DC ont été décrites et leurs rôles dans l’activation et 

l’expansion des cellules T régulatrices est mal connu  Les cellules TCD4
+
 CD25

+
 dites 

régulatrices naturelles jouent un rôle majeur dans la tolérance périphérique des cellules 

T contre les antigènes du soi. Des travaux récents indiquent que ces cellules pourraient 

jouer un rôle central dans la tolérance aux allogreffes chez l’homme et dans de 

nombreux modèles 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 rôle 

potentiel des différentes sous-populations de cellules dendritiques (DC) et notamment 

des DC plasmacytoides (pDC) dans l’activation et l’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 à  étudier les fonctions des populations de DC spléniques chez le rat identifiées 

selon le type de pathoène (les ligands de TLR) qu’elles peuvent rencontrer. Nous 

verrons que ces populations de DC spléniques (DC CD4
+
, DC CD4

-
 et pDC) possèdent 

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 l’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 

également 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’alloantigènes 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 à des fins thérapeutiques. 
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Les populations de cellules dendritiques du rat 

expriment différentiellement les PRR (Pattern 

Recognition Receptor) et répondent 

différemment aux ligands des PRR 

 

 

 

 

Par : François-Xavier Hubert, Cécile Voisine, Cédric Louvet, 

Jean- Marie Heslan, Asmahan Ouabed, Michèle Heslan, et Régis 

Josien 

 

 

 

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

 

I.1  Résumé de l’article 1 
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Les cellules dendritiques (DC) sont une population hétérogène de CPA possédant des 

fonctions spécifiques. La nature de la population de DC  impliquée au cours de la 

réponse immune spécifique aux pathogènes semble importante pour la l’induction d’une 

réponse effectrice appropriée. En plus, chaque population de DC possède une plasticité 

fonctionnelle intrinsèque. Chez le rat, les DC spléniques peuvent être séparées en trois 

populations selon leur morphologie et leur phénotype, à savoir les DC CD4
+
, CD4

-
, et 

les DC plasmacytoides (pDC). Nous avons corréler l’expression des TLR et NOD2 

(Nucleotide-binding oligomerization domain 2) de ces populations de DC  à 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 très 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. Après 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 à produire fortement de l’IL-

12p40, faiblement de l’IL-10, et du TNF-α. Les TLR 7/8 et 9 induisent les pDC à 

devenir matures et à produire de grandes quantités d’IL-6, IL-12p40, et TNF-α et peu 

IFN-α. Les DC CD4
+
 sont de  très faibles productrices de cytokines inflammatoires. 

Cette étude suggère que la nature de la réponse des DC spléniques aux pathogènes est 

dépendante de leur stimulation spécifique plutôt que de leur plasticité intrinsèque.   
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                                  II.    Article 2     

 

Les cellules dendritiques conventionnelles versus 

plasmacytoides contrôlent différentiellement 

l’activité suppressive et la prolifération des 

cellules T régulatrices 

 

 

 

Par : Asmahan Ouabed, François-Xavier Hubert, Dominique 

Chabannes, Michèle Heslan, et Régis Josien 

 

 

 

Article Soumis pour publication 
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II.1 Résumé de l’article 2 

L’anergie et la suppression sont des caractéristiques fondamentales des cellules TCD4
+ 

CD25
+
 FOXP-3

+
 (Treg) qui sont contrôlées par l’état de maturation des cellules 

dendritiques (DC). Cependant, les capacités des populations de DC des organes 

lymphoïdes  à contrôler les Treg restent inconnues. Ici, nous avons analysé, chez le rat, 

le rôle 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 exogène, les Treg ne prolifèrent pas en réponse aux DC 

immatures. Après 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 exogène une forte prolifération des cellules 

TCD4
+
 CD25

+
 FOXP-3

+
. Cette capacité des pDC à induire la prolifération des Treg est 

indépendante de l’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-γ 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-γ des cellules 

TCD25-. Ainsi, ces résultats suggèrent que l’anergie et la fonction suppressive des Treg 

sont différentiellement contrôlées 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-  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-  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)4 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+CD25high 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)4 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)4 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 naïve 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- CD4highCD45R+ 

(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 I 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 

naïve 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-  production by CD4+CD25- T in the 

presence of allogeneic conventional mature DC, they suppressed IL-2 

production but not the proliferation or IFN-  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 (PolyI: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)4 and 7-

hydroxy-9H(I,3-dichloro-9,9-dimethylacridin-2-one , succinimidyl ester (DDAO-

SE)4 were purchased from Molecular Probes (Invitrogen, Cergy-Pontoise, 

France). 

Antibodies 

The following mouse anti-rat monoclonal antibodies (mAbs)4 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 

(TCR ), 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 (CD8 ) and OX6-APC.Cy7 (MHC II) 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 TCR -FITC (clone R7.3), CD45R-FITC (clone HIS24), 

CD4-PE (clone OX35) and CD103-Alexa 647 (clone OX62) mAbs. OX62high 

CD4- and OX62low CD4high 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-TCR  

and  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 TCR -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 OX35) mAbs and CD45R+CD4high 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 OX42, 3.2.3 and OX8), 

followed by anti-mouse IgG-coated magnetic beads (Dynal). Purity was 

routinely ≥99%. 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-, CD25low 

and/or CD25high cells (see additional Fig. 1) 

Dendritic cell stimulation 

Sorted DC subsets were either used immature or stimulated for 24h at 5x105/ml 

in the presence of polyI:C (50 g/ml), LPS (0.5 g/ml), CpG2006 (10 nM), 

Loxoribine (100 g/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 l of complete RPMI. After 4 days at 37°C in 5% 

CO2, cultures were pulsed for the last 8h with 0.5 Ci of [3H]TdR (GE 

Healthcare, Orsay, France) per well. The cells were then harvested onto glass 

fiber filters and [3H]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 μCi 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 M) or DDAO-SE (5 

M) 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 II cytometer (BD Bioscience), thus enabling 

proliferation of both CD4+CD25- (DDAO-SE) and CD4+CD25high (CFSE) to be 

assessed simultaneously. Before analysis, cells were stained with MHCII-APC-

Cy7 mAb, the MHC II 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- 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-, CD25low and CD25high 

subsets and FOX-P3 expression was analyzed on sorted cells. More than 70 

and 85% of CD25low and CD25high 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+CD25high 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- CD4highCD45R+) (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+CD25high 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 polyI: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+CD25high 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 II 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+CD25high allogeneic T cells across all DC:T cell ratios tested (Fig. 3A), 

whereas CD4- DC were always unable to promote proliferation of CD4+CD25high 

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+CD25low T cells (data not shown). To confirm that pDC-

induced Treg proliferation was alloantigen-specific, we compared the 

proliferation of CD4+CD25high 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+CD25high 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+CD25high 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+CD25high 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 

CD4+CD25- 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+CD25low 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+CD25high T cells, even when stimulated by pDC and 

therefore undergoing proliferation (Fig. 3B). The proliferation of CD4+CD25high 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 CD25high 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 CD25high 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 CD25high 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+CD25high T cells 

produced substantial amounts of IL-2 (Fig. 8B) and IFN- (Fig. 8C) upon 

stimulation by allogeneic mature DC. Treg strongly suppressed IL-2 and IFN-  

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-  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).  
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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 CD11chigh 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-

 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-  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 CD11c+ CD8- DC in mice (46). Interestingly, Houot et 

al. recently showed in humans that TLR-activated CD11c+ 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-  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 

≥99%). 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 low and CD25high 

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+CD25high 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 (polyI:C), TLR4 (LPS), TLR7 

(Loxoribine); TLR9 (CpG2006), or CD40L were used to stimulate allogeneic 

CD25- or CD25high 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+CD25high T cells in the absence of exogenous IL-2.  

A. CD4+CD25- (left) and CD4+CD25high (right) T cells (2x104/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+CD25high (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+CD25high 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+CD25high FOX-P3+ T cells in the absence of exogenous 

IL-2. 

CD25- (top panels) and CD25high (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+CD25high T cells stimulated by allogeneic mature DC. 

CD4+CD25- (left) and CD4+CD25high (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+CD25high (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+CD25high 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+CD25high T cells to a constant 

number of CD25- cells.  After 4 days, the proliferation (A), production of IL-2 (B) 

and IFN-  (C) was assessed. Results represent the mean + SD of 5, 5 and 2 
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experiments for proliferation, IL-2 and IFN- , respectively. D-F. FACS-sorted 

CD25- and CD25high 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 CD25high live T cells was 

assessed after excluding MHC IIhigh 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 CD25high 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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II. 2   Résultats complémentaires  

  II.2.1  Phénotype des cellules T CD4
+
CD25

+
 et T CD4

+
CD25

-
 dans différents 

organes de rat 
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            Le phénotype chez le rat des cellules T CD4
+
CD25

+
 et des T CD4

+
CD25

-
 n’est 

pas très connu malgré le travail de l’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 façon plus efficace. Pour cela nous avons réalisé un 

FACS 6 couleurs sur des suspensions d’organes lymphoïdes ou de leucocytes circulants 

après lyse des hématies. La combinaison d’anticorps utilisé était la suivante : X-FITC: 

ou X correspond à un marqueur de phénotypage ; CD8-PE (clone OX8);  CD4-PE-Cy7 

(clone OX35);  TCR -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 TCR
+
 puis les cellules CD4

+
CD8

-
 (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
+
 CD8

- 
l’expression du CD25 et d’un 

marqueur donné. 

 

 

 

Figure 11. Méthode utilisée 

pour l’analyse du phénotype 

des cellules T CD4
+
CD25

+
 et 

25
-
. Les fenêtres successives 

réalisées pour cette analyse sont 

indiquées dans chaque dot plot. 
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 II.2.1.1   Phénotype des cellules T CD4
+
CD25

+
 dans la rate 

 

Figure12. 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 l’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
+
CD8

-
. Ces cellules expriment de façon homogène et identique aux 

cellules CD25
-
 les marqueurs CD2, CD3, CD5, CD11a, CD18 et CMH I. Elles sont 

CMH II négatifs comme chez l’homme. Les cellules T CD4
+
CD25

+
  sont 

majoritairement CD45RC faible, CD54 forte et CD90 négative. Chez l’homme, la 

population T régulatrice semble être 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 l’ équipe de Don Mason, nous retrouvons une faible proportion de cellules 

CD103
+
 (clone OX62) dans les cellules CD4

+
CD25

+
 faibles. 

 

 

II.2.1.2     Phénotype des cellules T CD4
+
CD25

+
 dans les ganglions lymphatiques 

 

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 à 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
+
 CD8

+
 correspondant probablement à des émigrants thymiques récents. 
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II.2.1.3     Phénotype des cellules T CD4
+
CD25

+
 dans le sang 

 

 

 

       Figure 14. Phénotype des cellules T CD4
+
CD25

+
 et CD25

-
 dans le sang. 

 

           La proportion de cellules T CD4
+
CD25

+
 est très 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. 

 

II.2.2 Purification des cellules T CD4
+
 CD25

+
 

 

           Comme chez l’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 être utilisées pour isoler ces cellules à partir du sang ou d’une 

suspension d’organes lymphoïdes. 
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II.2.2.1     Par billes 

 

           L’isolement par billes magnétiques ne nous a pas permis d’obtenir une pureté 

supérieur à 85% et de plus ne permet pas de trier les cellules exprimant différents 

niveaux de CD25 (CD25
high

vsCD25
low

) (résultats non montrés). 

 

II.2.2.2   Par cytométrie en flux 

           Le tri par cytométrie en flux haute vitesse (BD FACS Aria) permet d’obtenir des 

enrichissements supérieurs à 98% (Figure 15) et de séparer efficacement les cellules 

CD25
high

 des CD25
low 

(Figure 16). La viabilité et la fonctionnalité des cellules est 

excellente. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

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 l’expression de CD4 et 

CD25 sur les cellules T avant tri et après tri (CD25
-
 et CD25

+
). 
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Figure 16. Tri des cellules TCD4
+
 CD25

-
, CD4

+
CD25faible et TCD4

+
CD25 forte. 

Les ganglions après lyse des globules rouges sont marqués au CD6-FITC, CD8-PE, 

CD4-PECy7, CD25-Alexa 647. Nous trions sur les cellules CD4+CD8- les 3 

populations T selon l’expression du CD25. Ceci est le résultat obtenu après le tri. 

 II.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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 utilisé 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 façon identique en réponse à 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 (CpG). 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 l’effet 

observé avec le GpG2216 ne dépent pas de la production d’IFN de type I. 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 à 4 

fois inférieures à celles induite par les pDC.  

 

 

II.2.4 Analyse de l’effet suppresseur  des cellules T CD4
+
CD25

+
 

II.2.4.1  Test de suppression in vitro après stimulation par anti-CD3 et anti-CD28 

 

          Après 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 l’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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

147 

 

 
 

 

 

Figure 18. Analyse de l’effet suppresseur des cellules TCD4
+
 CD25

+
 sur les 

TCD4
+
CD25

-
Une plaque de 96 puits à fond plats est chargée avec 30 l d’anti-CD3 par 

puits à 5 g/ml durant 2 heures à 37°c. Après trois lavage de la plaque avec du PBS, les 

cellules TCD4
+
CD25

+
 ou CD4

+
CD25

-
 de la rate et des ganglions sont déposées à une 

concentration de 50000 /puits, avec de l’anti-CD28 à 2,6 g/ml. La culture est incubée 

pendant 3 jours à 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, l’effet suppressif des cellules T 

CD4
+
CD25

+
 sur les cellules T CD4

+
CD25

- 
demeure très 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

+
. 

 

II.2.4.2  Test de suppression in vivo après stimulation par les pDC  matures du 

donneur 

 

 

 
 
Figure 19. Analyse de l’activité suppressive des TCD4

+
 CD25

+ 
 in vivo après stimulation par les 

pDC matures du donneur 

 

               

              Plusieurs résultats suggèrent 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 à l’allogreffe dans un modèle 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 à une semaine d’intervalle sans IL-2. Ensuite les 

cellules ont été maintenues en culture avec de l’IL-2 (50U/ml). Pour analyser l’activité 

suppressive, in vivo, des Treg stimulés par les pDC du donneur, nous avons  procédé au  

tranfert des T reg dans un modèle d’allogreffe cardique. Les cellules sont injectées en 

intra-veineuse (IV) quelques heures après la greffe à 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 à 6 millions de cellules TCD4
+
 CD25

+  
 (T reg) 

induit
 
 une survie  significativement plus longue du greffon (ou de l’allogreffe). Cette 

survie du greffon est constatée par une palpation abdominale quotidienne du cœur 

greffé.  

Dans notre modèle animal, il nous reste à déterminer la spécificité des T reg  du 

receveur vis-à-vis du greffon du donneur d’une tièrce partie. Nous avons essayé de 

reproduire, in vitro, chez l’homme les résultats obtenus chez le rat. Malheureusement 

aucune population de DC ne stimule de façon efficace les T reg. Ceci peut être du à 

l’origine des DC (obtenues du sang chez l’homme et de la rate chez le rat), ou à 

l’origine des lymphocytes T (obtenues du sang chez l’homme et des ganglions chez le 

rat). Par ailleurs, il a été montré chez l’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 été montré dans un modèl murin que la 

rapamycine induisait la prolifération des cellues TCD4
+
 CD25

+
 (Battaglia et al., 2005). 

Ces médicaments pourraient être 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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           Bien que les DC aient été découvertes il y a une trentaine d’années, ce n’est que 

dans la dernière décennie que leur rôle essentiel dans le contrôle des réponses 

immunitaires a été formellement reconnu.  

           Les DC sont reconnues comme étant les principales cellules présentatrices de 

l’antigène car ce sont les seules cellules présentatrices capables de stimuler les cellules 

T naïves (Banchereau and Steinman, 1998). Elles jouent donc un rôle central dans 

l’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 l’objet de recherches actuellement. Ainsi, il reste à élucider les mécanismes 

d’action précis des DC dans la tolérance des cellules T et la compréhension de ces 

mécanismes pourrait ouvrir le champ à de nouvelles thérapies dans le domaine des 

maladies auto-immunes et de la transplantation. 

           Dans toutes les espèces, les DC peuvent être subdivisées en plusieurs populations 

selon l’expression de différents marqueurs de surface, mais aussi selon leur propriété en 

termes d’acquisition de l’antigène 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, fraîchement extraites des organes lymphoïdes a montré qu’il existe plusieurs sous-

populations de DC dans la rate et a confirmé l’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 l’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

+
 CD11b

-
 CD103

-
 qui correspond aux DC 

plasmacytoides (pDC).  

           Les DC CD4
-
 expriment le CD11c, fortement CD103 (OX62), sont négatives 

pour le SIRP  et pour les antigènes lymphoïdes 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 II et 

l’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 

à des stimuli tel le CD40L, le LPS, le SAC ou le CpG. Leur sensibilité à ces différents 

stimuli reflète 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 Th1. De plus, cette population de DC se caractérise par 

une activité cytotoxique contre des cellules tumorales, in vitro, dont le mécanisme 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 possèdent 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/Th0 et induisent des cellules T CD8 produisant de grandes quantités d’IFN  

           Les pDC n’expriment pas OX62, CD11c, ni le CD11b mais sont positives pour 

des marqueurs lymphoïdes, comme le CD45, CD5 et le CD90, CD45R et myéloïdes 

comme CD200 et le SIRP . Le phénotype des pDC est immature avec une absence de 

CD80 et une très faible expression de CD86 et du CMH de classe II. Les pDC sécrètent 

d’énormes quantités d’IFN de type I et de cytokines proinflammatoires en réponse à une 

stimulation virale et, une fois matures, stimulent efficacement des cellules T, jouant 

donc un rôle essentiel au cours de certaines réponses immunitaires. Elles produisent 

également de l’IL-12p40, après stimulation avec des CpG ou du CD40L, et du TNF-  et 

de l’IL-6. IL est intéressant de noter que les pDC sont les seules DC à produire de l’IL-6 

chez le rat. Les pDC expriment de façon spécifique les TLR 7et 9 comme les pDC 

humaines, ce qui leur confère une réponse spécifique à certains déterminants 

pathogéniques (Kadowaki et al., 2001). Certains auteurs ont démontré chez l’homme 

que des pDC stimulés par CD40L pouvaient entraîner la différenciation des cellules T 

régulatricesCD8
+
 (Gilliet and Liu, 2002a). En revanche le rôle des différentes sous-

populations de DC dans l’homéostasie et l’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 à 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 intérêt 

thérapeutique très 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 l’influence de différentes sous-

populations de DC sur la réponse proliférative et l’activité suppressive des cellules 

TCD4
+
 CD25

+
 chez le rat et de tester notamment le rôle 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 exogène une forte prolifération des cellules 

TCD4
+
 CD25

+
 FOXP3

+
. Cette prolifération est indépendante de L’IL-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 façon plus 

efficace. Nous avons trouvé qu’une proportion importante (environ 40%) des cellules T 

CD4
+
CD25

+
 dans les organes lymphoïdes chez le rat étaient des cellules double 
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positives CD4
+
CD8

+
 qui correspondent probablement à des émigrants thymiques 

récents. Dans la rate nous avons constaté que les cellules T CD4
+
CD25

+
 et 

TCD4
+
CD25

-
 exprimaient de façon homogène les marqueurs CD2, CD3, CD5, CD11a, 

CD18 et CMH I et que les cellules TCD4
+
CD25

+
 sont CD45RC faibles et CD90 

négatives. Il est connu que chez l’homme, les cellules T régulatrices sont contenues 

dans les cellules de phénotype CD4
+
 CD25

fort
 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 l’équipe de Don Mason (Stephens et 

al., 2004), nous avons retrouvé dans les cellules CD4
+
CD25

faible
 un faible pourcentage 

de cellules CD103
+
. Ceci est intéressant car ce marqueur a été proposé comme 

marqueur des cellules T régulatrices chez l’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 constaté de différences majeures avec les cellules T 

CD4
+
CD25

+
 spléniques, à l’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 

CD62L est la L-sélectine, une molécule d’adhésion exprimée notamment sur les cellules 

T naïves, 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

+
 à partir 

du sang ou d’organes lymphoïdes a été mise au point  après utilisation de plusieurs 

techniques, et nous avons pu obtenir une meilleure pureté et une séparation des cellules 

CD25
fortes

 des CD25
faibles

 par tri cytométrie en flux.  

Le test de l’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 OX62

+
CD4

+
 

sont capables notamment après 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 exogène. Il a été 

montré  que les cellules TCD4
+
CD25

+
 naturelles chez l’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 à la présence de LPS qui pourrait persister en très 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

faible
 et T CD4

+
CD25

forte
 en 

RLM suggérant que les Treg chez le rat sont contenues dans les T CD4
+
CD25

faible
 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 être dû 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’entraînent pas de prolifération des cellules T CD4
+
CD25

+
. Nous pouvons dire 

ainsi que l’activité suppressive des cellules T régulatrices (T CD4
+
CD25

+
) peut être 

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 l’expansion des T reg par les pDC matures est associée à 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 l’expansion ou la prolifération 

des Treg nécessite un contact cellulaire et est partiellement dépendante de CD86. La 

différence observée dans la capacité des DC matures à expandre les Treg est 

probablement liée aux molécules de costimulation exprimées spécifiquement par les 

pDC ou bien une autre possibilité qui suppose que les pDC manquent de molécules de 

surface exprimées par les DC conventionnelles qui sont responsables de l’induction de 

l’anergie des Treg.  Notre équipe travaille actuellement sur les molécules impliquées 

dans  l’expansion des Treg par les pDC. Il a été montré, que les pDC humaines 

expriment GITR-L et ICOSL (Hanabuchi et al., 2006); (Ito et al., 2007). ICOS est 

impliqué dans la capacité des pDC à induire la différenciation des cellules Treg 
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productrices d’IL-10 (Hanabuchi et al., 2006); (Ito et al., 2007). TGF-β  joue aussi un 

rôle dans l’expansion des Treg in vivo (Huber et al., 2004); (Ghiringhelli et al., 2005). 

Nous analyserons le rôle 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 gènes dans les différentes 

populations de DC immatures et matures par puces à ADN spécifiques du rat. Les gènes 

différentiellement exprimés seront analysés ensuite par PCR quantitative. 

            Des études faites chez la souris suggèrent que l’activité suppressive des Treg est 

principalement contrôlée par l’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 l’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-  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-γ des cellules T effectrices. Nos résultats suggèrent 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 Th1 induite par les 

pDC. 

           Concernat le rôle ou les fonction des DC dans l’immunité, il est possible d’après 

nos travaux et la littérature d’émettre des hypothèses sur l’intéraction des différentes DC 

entre elles selon le type d’antigène qu’elles rencontrent. Prenons exemple l’ADN aux 

motifs CpG  de type B  qui pouvaient induire l’activation des trois populations de DC. 

Ces denières vont induire une réponse Th1 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 l’immunité telles que les NK (Gerosa et 

al., 2002), NKT (Kawano et al., 1997) et B (Poeck et al., 2004). En même temps, les 

pDC sécrètent aussi d’autrescytokines telles que  TNF-  et l’IL-6. L’IL-6 pourrait agir 

sur la différenciation des cellules B en plasmocytes (Jego et al., 2003) mais pourrait 

aussi inhiber l’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 l’expansion du pool de T reg, qui agira, après s’être 

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 manière l’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 intérêts. 

Premièrement, ils démontrent que sur le plan technique, les conditions utilisées in vitro 

pour démontrer une activité suppressive des T reg (T CD4
+
CD25

+
) sont très importantes 

à déterminer. Ainsi, si des conditions de stimulations allogéniques sont utilisées, le 

choix de la cellule présentatrice d’antigènes peut avoir des conséquences opposées. 

Deuxièmement, nos résultats décrits précédemment, montrent que les pDC matures sont 

capables de faire proliférer fortement les cellules T CD4
+
CD25

+ 
FOXP3

+. 
Cela suggère 

qu’il existe un mécanisme spécifique pour ces pDC et qu’elles puissent être impliquées 

dans l’homéostasie des cellules T CD4
+
 CD25

+
 in vivo. Ainsi, on peut émettre 

l’hypothèse que durant une réponse immunitaire anti-infectieuse, le rôle des pDC 

matures serait de permettre l’expansion des Treg qui pourraient ensuite effectuer leur 

fonction suppressive anti-inflammatoire dans les tissus. C'est-à-dire qu’on peut suggérer 

que lors d’inflammation, les pDC peuvent être recrutées dans les organes lymphoïdes 

(Yoneyama et al., 2004) et réguler l’activation des cellules T par modulation de 

l’activité suppressive des Treg. En même temps, les pDC peuvent favoriser l’expansion 

clonale des Treg spécifiques aux auto-antigènes qui plus tard contrôlent les réponses 

inflammatoires médiées par les cellules T dans les tissus durant la phase effectrice de la 

réponse immune. Nos résultats indiquent que l’anergie et la fonction suppressive des 

Treg sont différentiellement contrôlées par les sous-populations de DC et suggèrent un 

rôle des pDC dans le contrôle 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’antigène  

et d’expandre ex vivo ou in vivo un grand nombre de cellules T CD4
+
CD25

+
 

allogéniques qui pourront être utilisées à des fins thérapeutiques chez l’homme pour 

l’induction de la tolérance à l’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 l'influence des différentes populations de 

cellules dendritiques (DC) sur la prolifération et l'activité suppressive des 

cellules T régulatrices naturelles (Treg) in vitro. Les populations de DC 

sont purifiées à 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 

exogène une forte prolifération des cellules TCD4+CD25+FOXP-3+ 

(Treg), réputées hypoprolifératives in vitro. Cette prolifération est 

indépendante de l'IL-2, nécessite un contact cellulaire et est partiellement 

dépendante de CD86. Les populations de DC ont également 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'IFN-  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-  des cellules T effectrices. Nos 

résultats indiquent que l'anergie et la fonction suppressive des Treg sont 

différentiellement contrôlées par les sous- populations de DC et suggèrent 

un rôle des pDC dans le contrôle des Treg in vivo. 
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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 

is 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-  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-  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.  
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