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Introduction

INTRODUCTION

Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules clés du systétme immunitaire, & la
frontiére entre I’immunité innée et I’'immunité adaptative. Elles représentent de véritables
sentinelles, sondant continuellement la périphérie a la recherche de « signaux de dangers ».
Elles sont, en outre, considérées comme les cellules présentatrices d’antigénes par excellence,
du fait de leur exceptionnelle capacité a capturer et présenter les antigénes, aboutissant, en
fonction des signaux regus, a la stimulation de lymphocytes T naifs et a la mise en place d’une
réponse immune adaptative.

Depuis une dizaine d’années, une nouvelle fonction des DC a été mise en évidence.
Ces cellules peuvent exercer une activité cytotoxique, en particulier vis-a-vis de cellules
tumorales. Ainsi, notre équipe a identifié une population de DC « tueuses » spléniques chez le
rat, de phénotype CD4 . L'évaluation du potentiel de ces cellules en immunothérapie anti-
cancéreuse dans un modele d’ostéosarcome chez le rat a été¢ ['un des objectifs de ce travail.
Au-dela, de cette description chez le rat de multiples populations de DC cytotoxiques ont été
décrites, que ce soit chez la souris ou chez I’homme.

Les outils actuels ont permis d’améliorer les connaissances en matiére de définition
des différentes sous-populations de DC. Des paralleles entre especes, homme versus souris ou
souris versus rat, ont pu étre effectués. Un équivalent potentiel de la population cytotoxique
¢tudiée par notre équipe chez le rat a ainsi pu étre identifié chez I’homme, cette population
¢tant caractérisée dans le sang par ’expression du CD141.

Du fait de la rareté de cette population de DC humaines, les données concernant ses
fonctionnalités restent restreintes. Un des éléments susceptibles d’influencer la fonctionnalité
de ces cellules est leur reconnaissance des pathogenes via différents récepteurs, dont les Toll-
like récepteurs ou TLR. Ces derniers sont exprimés différentiellement sur les sous-
populations de DC leur conférant des propriétés spécifiques. La deuxieme partie de ce travail
a consister a apporter un éclairage nouveau sur le role des ces cellules CD141" dans le
systeme immunitaire, a travers 1’étude de leur répertoire TLR et de la conséquence de
I’activation de ces derniers. La compréhension des spécialités fonctionnelles des DC et de
I’implication des TLR dans ces phénoménes est essentielle pour envisager [’utilisation

potentielle de ces cellules en immunointervention.
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1. Biologie des cellules dendritiques

En 1868 Paul Langerhans décrit pour la premiére fois une population de cellules de
morphologie irréguliére au sein de I’épiderme cutané, les cellules de Langerhans (LC), alors
considérées comme d’origine neurale. Un siécle plus tard, en 1973, Steinman identifie une
population rare de morphologie semblable dans la rate (Steinman et al. 1973). Ces cellules
sont baptisées cellules dendritiques (DC) du fait de leur long prolongements cytoplasmiques.
Quelques années plus tard, les LC sont identifiées comme les DC de 1’épiderme.

La caractérisation des DC et leur identification en tant que principales cellules
présentatrices d’antigenes (CPA) se sont longtemps heurtées a des difficultés techniques liées
a la treés faible fréquence de ces cellules dans I’organisme (1 a 2% des leucocytes). Depuis une
vingtaine d’années, les améliorations techniques en terme de culture et différenciation
cellulaire, ainsi que la description de molécules de surface spécifiques des DC, ont permis
d’étudier ces cellules de fagon plus détaillée (Banchereau et al. 1998).

1.1. Les différentes sous-populations de DC

Les DC représentent une population hétérogéne. Au cours des années, différentes
sous-populations ont pu étre identifiées sur la base de leur localisation et de leur expression
différentielle de marqueurs de surface (Sato et al. 2007). Les DC peuvent, ainsi, étre séparées
en DC conventionnelles ou non conventionnelles comme les DC plasmacytoides. On peut
différencier les DC résidantes des organes lymphoides des DC migrantes. Enfin, il faut
également distinguer les DC inflammatoires qui dérivent des monocytes. (Fig.1) Toutes ces

populations présentent des fonctions distinctes (Shortman et al. 2007; Kushwah et al. 2011).

1.1.1. Les DC conventionnelles migratoires

Les DC conventionnelles (cDC) peuvent étre séparees en DC migratoires et en DC
résidantes des organes lymphoides (Villadangos et al. 2005). Les DC migratoires peuvent
capturer des antigénes dans les tissus périphériques puis migrer vers les organes lymphoides
secondaires (OLS). Ces DC migratoires résident dans les tissus périphériques comme la peau,

les poumons, le tractus digestif, le foie ou encore les reins. Elles peuvent étre classees en trois

-8-
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types : les DC de I’épiderme ou cellules de Langerhans (LC), les DC interstitielles, présentes
dans les parenchymes non lymphoides dont le derme, et les DC des muqueuses.

Les LC forment un réseau au niveau de I’épiderme grace a leurs longs prolongements
cytoplasmiques. Elles se caractérisent par I’expression de langerine (CD207), des marqueurs
CD33, CD11c, CD1a (Hunger et al. 2004) et, la présence de granules de Birbeck qui auraient
un rdle dans I’apprétement antigénique (Valladeau et al. 2000; Mc Dermott et al. 2002).

Les DC interstitielles dermiques completent la fonction «sentinelle » des LC au
niveau du derme. Sur la base de I’expression des marqueurs CD207, CD11b et CD103, cinq
populations de DC ont pu étre identifiées dans le derme chez la souris (Henri et al. 2010). En
outre, des DC interstitielles et des DC associées aux muqueuses ont été isolées des plaques de
Peyer, des tractus respiratoire et digestif, de 1’appareil uro-génital, du cceur, du foie et des
reins (lwasaki 2007). Ces cellules expriment les molécules de CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité¢) de classe II et peuvent étre divisées, chez la souris, en DC CD11b" et

CD11b CD103" (Belz et al. 2004; Liu et al. 2010).

1.1.2. Les DC plasmacytoides

Les DC plasmacytoides (pDC), bien que découvertes en 1958, n’ont été intégrées au
groupe des DC qu’en 1997 (Grouard et al. 1997). Ces cellules circulent dans le sang et les
tissus lymphoides comme la rate, les ganglions lymphatiques et le thymus (Nakano et al.
2001). En situation normale elles ne sont pas retrouvées au niveau des muqueuses ou de la
peau mais peuvent y migrer en situation inflammatoire. Elles doivent leur nom a leur
morphologie plasmacytoide. Ces cellules sont caractérisées par leur capacité a produire de
forte quantité d’interféron (IFN) de type I, d’ou leur premiére dénomination d’IPC (Interferon
producing cells) (Cella et al. 1999; Siegal et al. 1999). Leur morphologie, leurs marqueurs de

surface et leurs fonctions spécifiques en font une population distincte des autres DC.

1.1.3. Les DC des organes lymphoides

Les DC résidantes constituent la totalité des DC de la rate et du thymus (Villadangos
et al. 2005). Les DC des ganglions lymphatiques correspondent, pour moitié, a des pDC et
cDC matures ayant migré des tissus périphériques aux ganglions, et pour le reste, a des cDC
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immatures dites résidantes (Wilson et al. 2003). En cas d’infection ces dernieres stimulent les
lymphocytes T (LT), alors qu’a I’état de repos, elles présentent essentiellement des antigénes
du soi et sont impliquées dans le maintien de la tolérance.

Chez I’homme, deux populations de ¢cDC migrantes (LC et cellules dermiques) et deux
populations de cDC résidantes, de phénotype CD14 BDCA3""CD103™ et CD14"BDCA3""
CD103", ont été identifiées dans les ganglions lymphatiques drainant de la peau (van de Ven
et al. 2011). Au niveau de la rate, plusieurs populations de DC sont également présentes dans
les zones T, B et dans la zone marginale (Mcllroy et al. 2001; Velasquez-Lopera et al. 2008),
ces cellules, lineage HLA-DR®, étant CD11c*CD1c’, CD11c™ CD141*, CD11c*CD16" et,
pour les pDC, CD11c CD304" (Mittag et al. 2011). Enfin, au niveau du thymus des cDC
CD11c'CD4" et des pDC ont été retrouvées dans la medulla et la jonction cortico-médullaire
et des pDC ont été identifiées dans le cortex (Wu et al. 2005).

Chez la souris, différentes classes de DC résidantes ont été identifiées (Shortman et al.
2002). Ainsi, dans la rate, trois populations ont été définies selon les phénotypes CD11c”
CD4°CD8a", CD11¢"'CD4"CD8o” et CD11c¢'CD4 CD8o. . Les DC CD8a" sont retrouvées
dans les zones T alors que les CD8a™ sont présentes dans la zone marginale et ne migrent vers
les zones T qu’en cas de stimulation (Vremec et al. 2000). Des pDC de phénotype
CD11c™CD45RA" B220" ont également été retrouvées (Nakano et al. 2001). Enfin, le thymus
contient des pDC et deux sous-types de cDC CD11¢™"CD45RA™ (Lahoud et al. 2006).

Chez le rat, deux populations de DC ont été identifiées dans la lymphe intestinale
(Pugh et al. 1983) sur la base de I’expression des marqueurs CD103, CD4 et Sirp-a. Selon
I’expression différentielle du CD4, deux populations ont été distinguées dans la rate et les
ganglions lymphatiques (Trinite et al. 2000). Enfin, des pDC ont été décrites dans les organes
lymphoides (Hubert et al. 2004).

1.1.4. Les DC circulantes du sang

Les DC du sang représentent, chez ’homme, la principale source de DC pour leur
analyse. Ces DC circulantes n’ont pas de dendrites, n’expriment pas de marqueurs de
maturation et seraient des progenitrices des DC des tissus periphériques. Compte tenu de la
vitesse du flux sanguin qui limite les contacts rapprochés entre cellules, ces DC ne

présenteraient pas d’antigénes aux LT. Par contre elles passent dans les tissus périphériques
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ou elles peuvent capturer des antigeénes puis migrer vers les ganglions lymphatiques drainant
pour conduire a I’activation des LT. Les pDC du sang, quant a elles, migrent directement vers
les OLS ou elles peuvent participer a I’initiation de la réponse immune adaptative.

Chez I’homme, les DC du sang se caractérisent par 1’absence d’expression des
marqueurs de lignage CD3, CD19, CD56, CD14 et glycophorine A et une forte expression de
molécules de CMH-II, HLA-DR (O'Doherty et al. 1994). Sur la base de I’expression de
différents marqueurs, il a pu étre identifiées une population de pDC, et deux populations de
DC myéloides (mDC) dénommées mDC1 et mDC2 (MacDonald et al. 2002; Ziegler-
Heitbrock et al. 2010). Enfin, au sein des cellules lineage HLA-DR*CD11c", on distingue une
quatrieme population exprimant le CD16. L’appartenance de cette population au groupe des
DC a été sujette a débat. Néanmoins, ces cellules semblent actuellement écartées de la lignee
des DC (Ziegler-Heitbrock et al. 2010) et rapprochées des monocytes, principalement sur la
base de 1’analyse du transcriptome (Robbins et al. 2008).

Chez la souris, les données concernant les DC du sang sont moins nombreuses du fait
de leur trés faible fréquence. Néanmoins, un précurseur de cDC (CD1ic’
CD11b"CD45RA") et une population de pDC (CD11c®“CD11b CD45RA™™ ont été
identifiées dans le sang (O'Keeffe et al. 2003).

1.1.5. Les DC générées in vitro

L’étude des DC est rendue délicate par leur rareté. Des modeles de différenciation in
vitro de DC a partir de précurseurs ont donc été développés. Deux précurseurs sont
couramment utilisés pour générer les DC en culture : les monocytes et les progéniteurs CD34".

Chez I’homme, les monocytes se différencient en DC (MoDC) in vitro aprés sept jours
de culture en présence de GM-CSF et d’IL-4 (Sallusto et al. 1994). Les MoDC ainsi obtenues
sont CD147, présentent une morphologie de DC et une forte capacité a capturer les antigénes.
Plusieurs arguments tendent a penser que cette différenciation surviendrait également in vivo,
sous 'influence de cytokines produites au niveau d’un site inflammatoire. Les monocytes
seraient, en outre, précurseurs d’une population, les TipDC (TNF and iNOS-producing DC)
(Dominguez et al. 2010). Enfin, des DC peuvent étre obtenues a partir de précurseurs CD34"
isolés de la moelle osseuse, du sang ou du sang de cordon apres douze jours de culture, en
présence de GM-CSF et de TNFa (Caux et al. 1996).
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Des modeles de différenciation in vitro ont également été developpés chez la souris.

Ainsi, des DC murines peuvent étre générees a partir de cellules de la moelle osseuse (Inaba

et al. 1992). Des MoDC murines peuvent étre obtenues apres culture de monocytes en GM-

CSF et IL-4 (Leon et al. 2004). Enfin, la culture de cellules de la moelle osseuse neuf jours en

présence de fortes doses de FIt3L conduit a 1’obtention de cDC et pDC (Brasel et al. 2000).
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Figure 1 : Les différentes populations de DC murines et leur circulation (Belz et al. 2012)

1.2. Ontogeéenie des DC

La plupart des DC sont produites dans la moelle osseuse a partir de cellules souches

hématopoiétiques (CSH) CD34" (Caux et al. 1992). Deux précurseurs ont, tout d’abord, été

identifiés, le progéniteur myéloide commun (MP), considéré comme étant a la base des DC

CD11c", et le progéniteur lymphoide commun (LP), générant plus particulierement les pDC
(Kondo et al. 1997; Akashi et al. 2000; Wu et al. 2001). L’obtention de ¢cDC et pDC a partir

d’un seul progéniteur, MP ou LP, a amené a reconsidérer ce modele (Traver et al. 2000;

Chicha et al. 2004). L’abondance des MP par rapport aux LP a conduit, a émettre 1’hypothéese

d’un développement des cDC et pDC majoritairement a partir d’un progéniteur myéloide.
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Le facteur de croissance FIt3-L (FMS-related tyrosine kinase 3 ligand) joue un role
essentiel dans la génération et la différenciation des DC (McKenna et al. 2000; Pulendran et
al. 2000; Chen et al. 2004; Waskow et al. 2008). Son administration permet d’augmenter le
nombre de DC in vivo (Maraskovsky et al. 1997). Sur la base de la présence du récepteur FIt3,
plusieurs précurseurs ont été mis en évidence (D'Amico et al. 2003; Karsunky et al. 2003)
dont un progéniteur commun des monocytes, macrophages et DC, appelé MDP (Macrophage
— DC progenitor) (Fogg et al. 2006) (Fig.2).

Ainsi, il est désormais admis que la plupart des DC seraient issues de CSH a 1’origine
des progéniteurs MP et LP. Les MP donnent naissance aux MDP (Geissmann et al. 2010) qui
conduisent aux monocytes et aux CDP (common-DC progenitor) (Fogg et al. 2006; Liu et al.
2009). Les CDP se différencient en pDC et pré-cDC (Naik et al. 2006; Liu et al. 2009). Ainsi,
la scission entre monocytes et DC survient entre les stades MDP et CDP. Contrairement aux
CDP qui restent dans la moelle, les pré-cDC passent dans le sang (Naik et al. 2007; Liu et al.
2009). Ce sont des progéniteurs d’une grande plasticité, a I’origine de la majorité des cDC des

tissus lymphoides et non lymphoides (Bogunovic et al. 2009; Varol et al. 2009).
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Figure 2 : Origine des DC et des monocytes (Liu et al. 2010)

Quelques exceptions a ce modele peuvent cependant étre soulignées. Ainsi, les LC se
développent a partir d’un précurseur embryonnaire Ly6C" qui colonise 1’épiderme avant la
naissance, se différencie et prolifére durant les premiéres semaines de vie (Chorro et al. 2009).
Ce développement est independant du FIt3L. Les LC peuvent ensuite se renouveler chez
I’adulte et proliférer in situ durant I’inflammation (Chorro et al. 2009).

Il a, en outre, été suggeré que des monocytes puissent se différencier en DC in vivo. Si
des études chez la souris ont montré que les monocytes n’étaient pas capables de reconstituer
le compartiment des DC en conditions basales (Fogg et al. 2006; Naik et al. 2006), en cas
d’inflammation il semble qu’ils puissent se différencier en cellules ayant des caractéristiques

de DC. lls seraient, en outre, progéniteurs des TipDC (Serbina et al. 2008).
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1.3. Les DC : sentinelles des tissus periphériques

Les DC sont nombreuses dans les tissus periphériques en contact avec le milieu
extérieur, comme les épithéliums muqueux ou la peau, ou elles représentent de véritables

sentinelles, sondant continuellement I’environnement a la recherche de « signaux de danger ».

1.3.1. Recrutement des DC et notion de signaux de danger

Les DC peuvent détecter de nombreux signaux de danger. Elles reconnaissent des
constituants d’agents pathogénes regroupés sous le terme de PAMP (pathogen associated
molecular pattern) ainsi que des signaux endogénes, libérés au cours de stress ou d’agression,
appelés DAMP (damage associated molecular pattern). Ces différents signaux sont reconnus
par des récepteurs, les PRR (pattern recognition receptor), parmi lesquels sont retrouvés les
TLR (Toll-like receptors), (Janeway 1989) qui permettent d’activer les DC. Ces dernicres
libérent alors des cytokines inflammatoires participant au recrutement de cellules de
I’'immunité innée, dont les DC elles-mémes. Le nombre de DC présentes au niveau du site

d’agression peut ainsi augmenter de facon considérable.

1.3.2. Capture et apprétement des antigenes

Une fois recrutées, les DC peuvent capturer des antigénes, les appréter pour les

présenter aux LT et induire ainsi une réponse immune adaptative.

1.3.2.1. Capture antigénique

La capture antigénique est une fonction majeure des DC immatures. Les DC ont
développé divers mécanismes de capture tels que la macropinocytose, I’endocytose et la
phagocytose (Banchereau et al. 1998), leur permettant d’internaliser des antigénes solubles ou
particulaires de toute taille (virus, (Barfoot et al. 1989) bactéries (Reis e Sousa et al. 1993),
corps apoptotiques ou nécrotiques (Albert et al. 1998)).

La macropinocytose est un phénoméne permanent qui permet de filtrer les liquides

extracellulaires afin de détecter et capturer les antigenes solubles (Sallusto et al. 1995;
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Steinman et al. 1995). Ce mécanisme, constitutif des DC, fait intervenir le squelette d’actine
et conduit a I’invagination de la membrane plasmique et la formation de vésicules.
L’endocytose permet de capturer des antigenes particulaires. Son déclenchement
implique la fixation des antigenes sur des récepteurs membranaires, retrouves sur les DC
immatures. Ces récepteurs appartiennent aux lectines de type C (Dectin-1 ou DEC-205,
Dectin-2, récepteur au mannose ou CD206, langerine ou CD207, DC-SIGN ou CD209) (Jiang
et al. 1995; Engering et al. 1997; Valladeau et al. 2000), aux récepteurs « scavengers »
reconnaissant les lipoprotéines modifiés, aux récepteurs de type | se liant aux fragments Fc
des immunoglobulines (Ig) G (CD32, CD64) et aux récepteurs du complément (Fanger et al.
1996). La fixation entraine le développement de vésicules d’endocytose (Slepnev et al. 2000).
La phagocytose permet, quant a elle, I’internalisation de micro-organismes (Inaba et al.
1993) et de fragments de cellules apoptotiques ou nécrotiques (Albert et al. 1998) qui sont
reconnues suite a la translocation des phosphatydylsérines membranaires ou de calréticuline
(Fadok et al. 2001; Gardai et al. 2005) a la surface cellulaire ou a la fixation de C1q ou de
thrombospondine (Savill et al. 2002). La relation des DC avec les cellules apoptotiques
dépendrait de I’avancement des cellules dans le processus de mort cellulaire. Ainsi, la capture
de cellules nécrotiques ou apoptotiques tardives induit la maturation des DC contrairement a
la capture de cellules apoptotiques précoces (Ip et al. 2004). Ce processus de phagocytose fait
intervenir des récepteurs au fragment Fc des lg, des récepteurs du complément et des
récepteurs plus spécifiques, comme le récepteur scavenger CD36, qui conduisent a la
formation de vésicules internalisant les antigenes. Ce processus est dépendant de 1’actine.
Enfin, I’autophagie correspond a un processus d’ « auto-digestion » durant lequel des
composants intracellulaires (protéines, organelles) passent du compartiment cytoplasmique au
compartiment lysosomal, conduisant a leur dégradation et recyclage. Ce processus est
important pour le maintien de 1’homéostasie intracellulaire et constitue une autre voie de

capture d’antigénes qui seront présentés sur les molécules de CMH (Crotzer et al. 2010).

1.3.2.2. Apprétement antigénique

Apres leur capture les antigeénes subissent un processus intracellulaire d’apprétement
qui consiste en une dégradation suivie du chargement sur les molécules de CMH de classe | et
Il (CMH-1 et CMH-II). Les complexes CMH-1 ou CMH-I1-peptides sont ensuite transportés a
la surface de la DC pour étre présentés respectivement aux LT CD8" et LT CD4".
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% Présentation sur les molécules de CMH de classe |

Les molécules de CMH-I sont principalement impliquées dans la présentation des
peptides endogénes, provenant de protéines du soi ou de micro-organismes a développement
intracellulaire. Elles sont constituées d’une chaine lourde a, associée a la B2-microglobuline.

La production de peptides endogénes est marquée par la dégradation des protéines en
peptides de 8 a 10 acides aminés, par un complexe enzymatique appelé le protéasome. Les
peptides sont ensuite transloqués dans le réticulum endoplasmique (RE) gréce aux
transporteurs TAP1 et TAP2 (transporter associated with antigen processing). Parallélement,
les molécules de CMH-I sont assemblées dans le RE (Vyas et al. 2008). Une fois assemblées
ces molécules se lient aux transporteurs TAP, par I’intermédiaire d’une protéine chaperonne,
la tapasine, constituant ainsi le « complexe de chargement antigénique ». Une fois formés, les
complexes CMH-1 — peptides sont exportés dans le golgi puis a la membrane des DC pour
étre présentés aux LT CD8" (Cresswell et al. 1999). (Fig.3)

Il a longtemps été considére que les molécules de CMH-I présentaient uniqguement des
peptides endogenes. Ce dogme fut remis en question il y a une trentaine d’années suite a
I’apparition du concept de « présentation croisée » qui correspond a la présentation, par les
molécules de CMH-I, d’antigénes exogénes (Bevan 1976). Ces peptides peuvent provenir de
cellules tumorales ou infectées, étre associés a des composants bactériens (Jeannin et al.
2000) ou des complexes immuns (Regnault et al. 1999) ou encore étre issus de cellules
apoptotiques ou nécrotiques (Albert et al. 1998). Les peptides exogénes peuvent migrer des
phagosomes vers le cytosol, puis étre appréter comme les peptides endogénes (Kovacsovics-
Bankowski et al. 1995). Le recyclage des molécules de CMH-1 de la membrane cellulaire vers
les endosomes permet, en outre, le chargement de peptides exogenes directement apres

dégradation par des enzymes lysosomiales (Gromme et al. 1999).

% Présentation sur les molécules de CMH de classe 11

Outre la présentation croisée, les antigénes exogenes sont présentés par les molécules
de CMH-II. Ces molécules sont formées de chaines o et 3, associées a la chaine invariante i,
qui empéche la fixation de peptides endogénes (Cresswell 1996). Le complexe a/B-li est
dirigé vers un compartiment endosomique appelé MIIC (MHC class Il compartment) ou la
chaine li est dégradeée, laissant le fragment CLIP (Class Il associated invariant chain peptide)
(Villadangos et al. 1999). Les antigenes capturés sont internalisés dans des endosomes ou le
pH acide facilite leur dégradation en peptides de 13 a 24 acides aminés (Watts 2001). Ces
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endosomes fusionnent avec les vesicules contenant les molécules de CMH-II. CLIP est alors
dissocié pour laisser la place aux peptides. Enfin, les complexes CMH-II-peptides sont
dirigés vers la membrane plasmique pour étre présentés aux LT CD4". La grande stabilité de

ces complexes permet une présentation aux LT dans les OLS (Inaba et al. 1997). (Fig.4)
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Figure 3 : Apprétement des antigénes endogénes sur les molécules Figure 4 : Apprétement sur les
du CMH de classe I (Vyas et al. 2008) molécules de CMH de classe 11
(Neefjes et al. 2011)

% Présentation sur les molécules CD1

Les molécules CD1 présentent des lipides cellulaires endogenes, des lipides dérivés de
parasites intracellulaires et des lipides extracellulaires du soi et du non-soi. Cing isoformes de
CD1 ont été identifiées chez I’homme, CD1a, b, ¢, d et e. Le chargement des molécules CD1

se fait dans le RE, mais peut également se produire en surface de la cellule.

1.4. Maturation des DC

En fonction des interactions cellulaires et de 1’environnement cytokinique, les DC
recoivent des signaux activateurs qui declenchent un processus de maturation. Ce dernier est
essentiel pour permettre aux DC d’exercer pleinement leurs fonctions, seules les DC matures

pouvant activer efficacement les LT.

1.4.1. Signaux d’activation des DC

La capture d’un antigéne ne suffit pas a induire la maturation des DC. L’association

d’un signal de maturation est requise pour la présentation correcte de I’antigene aux LT.
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Plusieurs types de molécules sont capables d’induire des signaux de maturation. Ainsi,
les molécules détectées par les PRR peuvent activer les DC (Gordon 2002). Par ailleurs, les
cellules résidantes des tissus périphériques, tels que les macrophages, les polynucléaires
neutrophiles ou les cellules endothéliales, liberent des médiateurs en réponse aux produits
microbiens, comme I’IL-18, I'IL6, le TNFa, ou encore les prostaglandines, qui participent a la
maturation des DC (Jonuleit et al. 1997; Wesa et al. 2001; Kabashima et al. 2003). Toutefois,
la rencontre avec des pathogenes reste essentielle. En effet, les DC activées par des facteurs
pro-inflammatoires peuvent conduire a une expansion clonale des LT CD4" mais pas a leur
différenciation en effecteurs (Sporri et al. 2005).

L’engagement du CD40 représente un autre signal d’activation. Les LT CD4"
expriment le CD40L apres activation par une DC (Grewal et al. 1998). L’interaction CD40-
CDA40L dans les OLS peut participer a ’activation des LT CD8" (Schuurhuis et al. 2000).

Enfin, il faut souligner que ce processus de maturation est contrdlé au niveau du
microenvironnement. Ainsi, certaines cytokines anti-inflammatoires, comme 1’IL10 et le
TGFp, inhibent la maturation des DC (Koch et al. 1996).

1.4.2. Changements phéenotypiques liés a la maturation

Plusieurs évenements surviennent au cours du processus de maturation, a commencer
par ’apparition de longues dendrites. Par ailleurs, la mobilité des DC augmente, asscoiée a
une variation de 1’expression des récepteurs aux chimiokines.

La maturation s’accompagne, ¢galement, d’une baisse de la capacité des DC a capturer
les antigenes (Banchereau et al. 2000). Le nombre de molécules de CMH a la surface des DC
augmente, du fait d’'une diminution de leur dégradation et de leur trafic intracellulaire. Ainsi,
si dans les DC immatures les molécules de CMH-11 ont une demi-vie courte, leur expression a
la surface des DC est stabilisée au cours de la maturation, permettant une interaction stable
avec les LT (Banchereau et al. 2000). La surexpression du CD208 (DC-LAMP), amplifie le
chargement de I’antigéne sur les molécules de CMH (Barois et al. 2002). La formation de
complexes CMH-peptide et leur translocation a la surface des DC sont ainsi augmentées.

La maturation des DC s’accompagne, par ailleurs, d’'une augmentation de I’expression
des molécules de co-stimulation a leur surface, comme les membres de la famille B7, CD80 et
CD86, et les membres de la famille du TNF, CD40 (Banchereau et al. 1998). Des molécules
d’adhérence comme le CD54 (ICAM-1) et le CD58 (LFA-3) sont également surexprimeées. La
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chaine alpha du récepteur a 1’IL-2 apparait aprés activation par le LPS, le TNFa ou le CD40L
(Mnasria et al. 2008). Enfin, la production de cytokines, telles que I’IL-12 ou I’IL-6 est
augmentée, conduisant a une orientation des réponses lymphocytaires T.

Ainsi, les DC immatures jouent essentiellement un réle dans la capture de I’antigéne.
A Tinverse, les DC matures sont surtout efficaces pour présenter et activer les LT naifs.
Néanmoins, cette séparation n’est pas aussi tranchée (Reis e Sousa 2006). Ainsi, des DC
phénotypiquement matures ayant capturé des cellules apoptotiques migrent en permanence
vers les OLS, présentent des antigénes aux LT mais, au lieu d’étre immunogénes, induisent un

état de tolérance (Steinman et al. 2000; Lutz et al. 2002).

1.5. Migration des DC

La migration des DC est dépendante des chimiokines présentes dans I’environnement
et de I’expression de molécules d’adhérence et de récepteurs de chimiokines a leur surface,
qui varient au cours du processus de maturation (Dieu et al. 1998; McColl 2002). Ces
différents éléments leur permettent de répondre aux stimuli inflammatoires afin de gagner les
tissus ou un signal de danger a été identifié, puis de migrer secondairement vers les OLS ou
sont concentrés les LT. Cette migration vers les OLS est contemporaine de leur maturation.

Les cDC immatures expriment différents récepteurs de chimiokines tels que CCR1 (C-
C chemokine receptor 1), CCR2, CCR5, CXCRL1 (CXC-motif chemokine receptor 1) et CCR6.
Leurs ligands, MIP1a (CCL3), MIP13 (CCL4), MCP1 (monocyte chemoattractant protein)
(CCL2), RANTES (CCL5), IL8 (CXCLS8) et MIP3a (CCL20), sont retrouvés dans les tissus
inflammatoires (Banchereau et al. 2000). En outre, MIP3a est constitutivement exprimé dans
les tissus périphériques, ou il participe au maintien des DC en conditions normales et a leur
recrutement sur les sites inflammatoires (Dieu-Nosjean et al. 2000; Vanbervliet et al. 2002).

Au cours du processus de maturation des DC, I’expression de récepteurs de
chimiokines inflammatoires, tel que CCRS, diminue au profit de 1’acquisition de I’expression
de CCRY. Les DC quittent les tissus et entrent dans la circulation lymphatique, attirées par
CCL21, ligand de CCR7 exprime sur les HEV (High endothelial venules) et les cellules
endothéliales des vaisseaux lymphatiques. Elles gagnent ainsi les ganglions de drainage de la
zone enflammée et se localisent dans les zones riches en LT, ou les ligands de CCR7, CCL21
et CCL19, sont sécrétés (McColl 2002; Sozzani 2005). Ces chimiokines permettent, en outre,

d’attirer les LT naifs dans les zones T. Enfin, les DC matures sécrétent des chimiokines, telles
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que CCL18, CCL19 et CCL20, qui attirent les LT. Ces ¢léments permettent ainsi d’amplifier
le recrutement des DC et de favoriser le contact DC — LT (Dieu et al. 1998).

Si ce processus migratoire est typique des ¢cDC, il n’en est pas de méme des pDC, qui
sont constitutivement attirées dans les OLS du fait de leur expression de CD62L et de CXCR3
et CXCR4, récepteurs de CXCL9, CXCL10 (IP10 ou IFNj~induced protein 10) et CXCL12
(SDF-1 ou Stromal derived factor 1) (Colonna et al. 2004). CCR7 est aussi exprimeé sur les
pDC activées par le CD40L (Yoneyama et al. 2004).

Enfin, I’arrivée des DC dans les ganglions lymphatiques pourrait ne pas constituer une
fin en soi. Il a, en effet, été montré que les DC pouvaient continuer leur course dans la moelle

osseuse et dans le thymus (Cavanagh et al. 2005; Proietto et al. 2009).

1.6. Les DC matures dans I’immunité adaptative

Les DC, une fois activées, possédent toutes les propriétés pour délivrer des signaux
d’activation aux LT et permettre le développement d’une réponse adaptative. Une fois les DC
matures parvenues aux sites de contact avec les LT naifs, elles peuvent présenter les antigenes
capturés et activer les LT. Cette activation nécessite 3 signaux qui aboutiront a I’expansion
clonale et la différenciation des LT en effecteurs. Le premier signal correspond a la
reconnaissance des complexes CMH-peptides par les TCR (T cell receptor). Le second signal
est fourni par les molécules de co-stimulation. Enfin, le troisieme signal est délivré par les
cytokines. Cette transmission du message activateur d’'une CPA vers un LT se fait dans une

zone restreinte de contact cellulaire appelée synapse immunologique (Grakoui et al. 1999).

1.6.1. La synapse immunologique

Le contact initial DC-LT s’effectue via des molécules d’adhésion, parmi lesquelles,
DC-SIGN, sur certaines DC, joue un role important en se liant a ICAM-3, sur les LT
(Geijtenbeek et al. 2000). D’autres molécules stabilisent le contact, telles que ICAM-1 et
LFA-3, qui interagissent respectivement avec LFA-1 et CD2 sur les LT (Martz 1987; Wang et
al. 1999). En I’absence de reconnaissance d’antigéne, les cellules se séparent. A 1’inverse, lors
d’une liaison du complexe CMH-peptide au TCR, LFA-1 change de conformation, ce qui

augmente son affinité pour ICAM-1, maintenant le contact DC-LT pendant plusieurs heures.
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La liaison du complexe CMH-peptide au TCR conduit, par ailleurs, au regroupement des TCR
au niveau de la zone de contact et a une réorientation du cytosquelette, polarisant la sécrétion
de molécules effectrices vers la zone de contact. Ainsi, les molécules forment des complexes
supramoléculaires d’activation (SMAC), composés d’une partie centrale contenant les TCR,
les co-récepteurs et les molécules de co-stimulation (cSMAC) et une partie périphérique
formant un anneau de molécules d’adhérence LFA-1/ICAM-1 (pSMAC) (Dustin et al. 2011).

1.6.2. Les signaux délivrés aux lymphocytes T

La reconnaissance du complexe CMH-peptide par le TCR constitue le premier signal.
Les co-récepteurs CD4 et CD8 sont associés a une tyrosine kinase, Lck, qui phosphoryle les
motifs ITAM (immunoreceptor tyrosine based activation motif) situés sur le CD3, permettant
le recrutement d’une autre kinase, ZAP-70, puis I’activation de facteurs de transcription, tels
que NF-kB ou AP-1. L’engagement du TCR doit étre accompagné d’un second signal
impliquant les molécules de co-stimulation, fortement exprimées sur les DC matures, qui
activent la kinase mTOR (mammalian target of rapamycin), régulatrice centrale du
métabolisme et de la survie cellulaire. L’action conjointe des signaux délivrés par le TCR et
mTOR permet ’activation du métabolisme cellulaire nécessaire a la prolifération et a la
différenciation fonctionnelle des LT (Waickman et al. 2012).

Les molécules de co-stimulation se lient a différentes molécules, activatrices ou
inhibitrices, présentes a la surface des LT (Fig.5). Elles appartiennent a la famille B7 (B7.1 ou
CD80, B7.2 ou CD86, PDL-1, PDL-2) et a la famille des molécules du TNF (OX40L,
TRANCE, CD40L). B7.1 et B7.2 interagissent avec le CD28, exprimé spécifiquement par les
LT naifs (Linsley et al. 1993). Outre I’activation de mTOR, 1’engagement du CD28 induit la
sécrétion d’IL-2 par les LT (Bluestone 1995). Cette derniere se lie a son récepteur I1L-2R
présent a la surface des LT. L’affinité de ce récepteur est considérablement augmentée lors de
I’activation du fait de I’expression de la chaine a (CD25). L’interaction IL-2/IL-2R conduit a
la prolifération des LT (Boyman et al. 2012).

Suite a ’interaction avec les membres de la famille B7, de nouvelles molécules sont
exprimées a la surface des LT, telle que CD40L. Ce dernier interagit avec le CD40, amplifiant
I’activation des DC via une augmentation de leur survie, de 1’expression des molécules B7 et
de la production de cytokines. Ces ¢léments permettent de maintenir les signaux d’activation

pour les LT (Caux et al. 1994; Cella et al. 1996). En outre, les LT expriment TRANCE qui se
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lie @8 RANK sur les DC, augmentant la survie des DC et la sécrétion de cytokines (IL-6, IL-

12) (Josien et al. 1999). Il existe donc un véritable dialogue entre DC et LT.

cD2
B7 family . TNFR ligand family | famiy
t i | 1
B7-H3
\L B7-H4 M//
CD30-L =
(c2) -
> i cbro OX40L A — i/'\
(v 2 ICOSL F'D L1 PD-L2 LIGHT T Cg-
@ o \93 — 0|
=T C o2 @2 ll
L 4
\
1 @’f o]
Pt 0
)
0O ( Zj
- | ( / )
0 0 ol
he b
L ®
- W
_— 62)
- —~ 5
~0 ~
A T-cell 030 g1 am ~
i it {
Disulphide link CD28 family TNFR family fCD‘Z
amily
\/\ Cysteine-rich domain
o

Figure 5 : Les molécules de co-stimulation et leurs ligands (Beier et al. 2007)

Les LT activés expriment aussi CTLA-4 (CD152), une molécule structurellement
proche de CD28. En se liant aux molécules B7.1 et B7.2 avec une affinité plus élevée que
pour I’interaction CD28-B7 (Linsley et al. 1991), elle entraine un signal négatif, permettant
de réguler I’expansion lymphocytaire T. Les molécules CD28 et CTLA-4 seraient, en outre,
impliquées dans la régulation des fonctions des LT régulateurs (Bour-Jordan et al. 2009).

ICOS (Inducible T-cell co-stimulator), un autre membre de la famille CD28 exprimé
apres activation des LT, jouerait un réle dans la stimulation des réponses T effectrices en se
liant a ICOS-L (Dong et al. 2003). Enfin, plusieurs autres molécules de co-stimulation ont été
décrites comme inhibant 1’activation des LT. C’est le cas de PD-L1 et PD-L2 qui se lient a
PD-1 (Programme Death-1) ainsi que B7-H3 ou encore B7S1 (Nurieva et al. 2009).

1.6.3. La polarisation de la réponse T

Qutre le role des DC dans I’activation des LT, ces cellules participent a la polarisation
de la réponse T. En effet, le troisieme signal transmis aux lymphocytes via les cytokines
conduit a la différenciation des LT en effecteurs. Selon les cytokines produites par les LT
CD4" effecteurs quatre profils de différenciation sont définis : Th1, Th2, Th17 ou Treg (Zhu
et al. 2010). La voie de différenciation dépend essentiellement des cytokines produites par les
DC et les cellules de 'immunité innée, notamment en réponse aux agents pathogénes. Les
DC, en fonction de leur profil TLR et cytokinique, de leurs conditions de stimulation et de

I’environnement pourront induire des réponses T distinctes (Reis e Sousa 2006).
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1.6.3.1. Les différentes voies de différenciation

En 1986, deux voies de différenciation distinctes pour les LT CD4" naifs ont été
identifiées et dénommées Thl et Th2 (Mosmann et al. 1986). Cette distinction était
essentiellement basée sur les profils cytokiniques des LT CD4" effecteurs. Le profil Th1 est
caractérisé par une forte production d’IFNy ainsi qu'une sécrétion de lymphotoxine-a, d’IL-2
et de TNFa. A D'inverse, les cellules Th2 ne produisent ni IFNy, ni lymphotoxine-o. mais
sécrétent de 1’IL-4, IL-5 et IL-13 ainsi que du TNFa, de I'IL-2 et de I’IL-9. En 2003, une
troisiéme voie de différenciation a été mise en évidence et dénommeée Thl7 du fait de la
capacité de ces LT effecteurs a sécréter de I’'IL-17 (Murphy et al. 2003; Harrington et al.
2005). Ces cellules sont également productrices d’IL-22 et d’IL-21. Il a, par ailleurs, été
montré que des cellules présentant des caractéristiques de LT régulateurs (LTreg) pouvaient
étre induites par une différenciation de LT CD4" in vitro, amenant & considérer la voie T reg
comme la quatriéme voie de différenciation des LT CD4" (Chen et al. 2003).

D’autres types de LT CD4" effecteurs ont été décrits, comme les cellules Trl sécrétant
de I’IL-10 (Groux et al. 1997), les cellules Th9 produisant de I’1L-9 (Veldhoen et al. 2008) ou
encore les cellules Th22 productrices d’IL-22 (Trifari et al. 2009). Néanmoins, leur
reconnaissance en tant que voies de différenciation distinctes des autres voies Th reste
discutée, les Th9 se rapprochant des Th2 et les Th22 des Th17.

1.6.3.2. Les facteurs impliqués dans la polarisation

L’orientation vers les différentes voies Th est déterminée par des facteurs tels que la
densité des peptides présentés aux LT et I’environnement cytokinique (Constant et al. 1997).
Ainsi, I’TL-12 est nécessaire pour induire une différenciation Thl (Hsieh et al. 1993). Cette
voie est également induite par I’IFNy et peut faire intervenir I’IL-23 (Lighvani et al. 2001). La
voie Th2 nécessite, quant a elle, la présence d’IL-2 et d’IL-4 (Le Gros et al. 1990). La voie
Th17 est induite par le TGFp et I’IL-6 (Mangan et al. 2006). L’TL-23 jouerait également un
role mais interviendrait, plus tardivement, sur la survie et I’expansion des Th17 (Veldhoen et
al. 2006). Enfin, le TGFp, I’'IL-10 ou I’IL-2 conduisent a un profil Treg (Zheng et al. 2004).

Les cytokines interviennent dans 1’induction de facteurs de transcription (Grogan et al.
2001). La voie Thl est, ainsi, initiée par I’engagement concerté¢ du TCR et de récepteurs de

cytokines associés a STAT1 (signaling transducer and activator of transcription). Une fois
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phosphorylée, STATI1 induit I’expression de T-bet (Afkarian et al. 2002), facteur de
transcription majeur pour la production d’IFNy (Szabo et al. 2000) et de la chaine  du
récepteur a I’'TL-12 (Mullen et al. 2002). Les cellules se différencient ensuite en Thl effecteur
sous I’influence de I’IL-12 qui active STAT4 (Thierfelder et al. 1996). La différenciation Th2
nécessite, quant a elle, I’engagement du TCR et du récepteur a I’IL-4 permettant d’activer
STAT6 (Kaplan et al. 1996) qui conduit a I’augmentation du facteur de transcription GATA3
(Zheng et al. 1997). Le développement de Thl7 implique STAT3 et deux autres facteurs,
RORyt et RORa (lvanov et al. 2006; Mathur et al. 2007). Enfin, Foxp3 est impliqué dans la
voie Treg. En cas de baisse de son expression les cellules engagées dans la voie Treg peuvent
étre réorientées vers la voie Th2 (Wan et al. 2007). (Fig.6)
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Figure 6 : Voies de différenciation des lymphocytes T CD4" en effecteurs (Zou et al. 2010)

En outre, une boucle de régulation positive survient lors de la différenciation. En effet,
chaque voie Th conduit a la production de cytokines qui peuvent elles-mémes promouvoir la
différenciation, comme I’IFNy pour la voie Thl, I’'IL-4 pour la voie Th2 ou encore I’'IL-21 et
I’IL-22 pour les Thl7 (Zhu et al. 2008). De méme, une régulation négative peut intervenir
dans certaines circonstances via la production d’IL-10 (O'Garra et al. 2007). Enfin, les voies
Th présentent une certaine plasticité, la réponse pouvant étre réorientée en cas de stimulation
appropriée. Les Th2 peuvent, ainsi, produire de I’IFNy suite a une stimulation par I’IL-12 et

les Treg, dans des conditions Th1, peuvent sécréter de I’'IFNy (Zhou et al. 2009).

1.6.3.3. Les conséquences de la polarisation Th

Selon le profil cytokinique, les LT effecteurs présenteront des fonctions distinctes.

Ainsi, I’'IFNy libéré par les LT Thl augmente le pouvoir bactéricide et 1’activité phagocytaire
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des macrophages (Suzuki et al. 1988). Par ailleurs, I’IL-2 est importante pour la formation de
LT mémoires (Williams et al. 2006) ainsi que des CTL. Les cytokines Th2, IL-4 et IL-13,
favorisent la commutation isotypique en IgE (Kopf et al. 1993). L’IL-17 intervient dans
I’induction de la réaction inflammatoire et le recrutement des polynucléaires neutrophiles
(Yao et al. 1995). Enfin, le TGFp et I’'IL-10 sont responsables de 1’activité suppressive des
Treg. Selon la différenciation des LT en Thl, Th2 ou Thl7 les conséquences, en termes de
lutte contre les agents pathogénes, vont donc varier. Ainsi, les LT Thl sont essentiellement
impliqués dans 1’élimination des bactéries intracellulaires, les virus ou encore les protozoaires
tandis que les LT Th2 vont lutter contre les parasites, les helminthes et les Th17 contre les
bactéries extracellulaires et les levures (Paul et al. 1994; Weaver et al. 2006). Les Thl et
Th17 sont, en outre, impliqués dans les maladies auto-immunes et les Th2 contribuent aux

réactions d’hypersensibilités immédiates (Zhu et al. 2008).

1.6.4. Cas particulier de ’activation des T CD8" naifs

L’activation des LT CD8" naifs nécessite des signaux de costimulation plus forts que
pour les LT CD4" et requiert souvent la coopération de ces derniers. Lors d’infection de la DC
par un virus, cette derniére, une fois mature, exprime suffisamment de molécules de
costimulation pour activer les LT CD8" naifs qui produisent alors de 1’IL-2 en quantité
suffisante pour soutenir leur prolifération. Néanmoins, I’intervention des LT CD4" est parfois
nécessaire pour conduire a I’activation des LT CDS8". Ainsi, le LT CD4", aprés activation par
la DC, produit de I'TL-2 qui peut étre utilisée par le LT CD8". Par ailleurs, I’interaction du
CD40 avec le CD40L exprimé a la surface du LT CD4" activé permet d’augmenter
I’expression des molécules de costimulation a la surface de la DC, favorisant ’activation et la

différenciation des LT CD8" naifs en LT CD8" cytotoxiques (Zhang et al. 2009).

1.7. Autres fonctions des DC

1.7.1. Les DC dans la réponse immunitaire innée

Les DC produisent des cytokines inflammatoires telles que I’IL-1, le TNFa, 1’IL-6 et

I’IL-8 qui participent au recrutement des leucocytes. Elles peuvent aussi interagir avec les
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cellules Natural Killer (NK). Ces interactions sont bidirectionnelles, les DC stimulant les
cellules de I’immunité innée qui peuvent elles-mémes induire la maturation ou 1’apoptose des
DC. 1l a, ainsi, ét¢ montré que les DC pouvaient induire 1’expansion des cellules NK
(Fernandez et al. 1999) et que leur production d’IL-12, d’IL-18 ou d’IL-2 stimulait la
sécrétion d’IFNy par les cellules NK (Borg et al. 2004; Granucci et al. 2004; Gerosa et al.
2005). L’activation optimale des NK par les DC nécessite un contact cellulaire, la formation
d’une synapse (Borg et al. 2004) et la production d’IL-15 (Lucas et al. 2007). Parallélement,
il a été montré que les NK pouvaient activer des MoDC via I’intervention du TNFa, de I’IFNy
(Piccioli et al. 2002) et de I’engagement du récepteur Nkp30 (Vitale et al. 2005). Enfin, les
DC immatures sont sensibles a 1’action cytotoxique des NK (Wilson et al. 1999), au contraire
des DC matures qui, sont protégées par leur forte expression de molécules de CMH (Ferlazzo
et al. 2001). Une interaction des DC avec certains lymphocytes NKT est également possible
via la présentation d’antigeénes sur le CD1d (Fujii et al. 2002). Une fois activées les NKT

produisent de I’IFNy, qui peut induire la maturation de DC (Hermans et al. 2003).

1.7.2. Les DC, activatrices des lymphocytes B

Les DC peuvent également interagir avec les lymphocytes B (LB), leur présenter des
antigénes (Bergtold et al. 2005), entrainer leur prolifération, la commutation isotypique, et
augmenter leur survie et leur différenciation en plasmocytes (Dubois et al. 1998; Balazs et al.
2002; Poeck et al. 2004). Cette action stimulatrice est liée, en partie, a I’intervention de
membres de la famille du TNF, BAFF et APRIL qui, en se fixant a leurs récepteurs, BCMA,
BAFF-R et TACI, agissent sur la différenciation et la survie des LB (MacLennan et al. 2002;
Macpherson et al. 2002; Ng et al. 2005). Les DC produisent également des cytokines, comme
I’IL-12 qui participe a la différenciation des LB en plasmocytes (Dubois et al. 1998). Ce
dialogue DC-LB est réciproque, les LB produisant des cytokines qui peuvent influencer la
maturation ou la migration des DC (Bayry et al. 2005).

1.7.3. DC et tolérance

La tolérance au soi correspond a une non-réponse du systeme immunitaire vis-a-vis de

structures du soi, empéchant ainsi le développement de maladies auto-immunes. De multiples
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arguments soulignent désormais I’importance des DC dans les phénomenes de tolérance, a la
fois centrale et périphérique (Manicassamy et al. 2011).

La tolérance des LT aux antigénes du soi s’effectue principalement dans le thymus via
un processus de sélection négative. Les cellules médullaires épithéliales thymiques (mTEC)
présentent de multiples antigénes du soi, dont 1’expression dépend du facteur de transcription
Aire (Autoimmune regulator), et entrainent une délétion des thymocytes reconnaissant ces
antigénes (Gallegos et al. 2006). Les DC thymiques peuvent aussi présenter des antigenes du
soi et induire une délétion de thymocytes autoréactifs (Brocker et al. 1997; Bonasio et al.
2006). Il a, par ailleurs, été montré que les DC thymiques pouvaient induire des LTreg
(Watanabe et al. 2005; Proietto et al. 2008). Les LT autoréactifs n’étant pas tous éliminés
dans le thymus, la mise en jeu de mécanismes de tolérance périphérique est donc essentielle.

Il a initialement été suggéré que les DC immatures induisaient un état de tolérance
alors que les DC matures étaient immunogénes (Steinman et al. 2003). Les DC capturent des
antigénes du soi provenant de cellules apoptotiques. Néanmaoins, cette capture antigénique ne
s’accompagne pas toujours de la maturation des DC (Sauter et al. 2000) mais peut étre
associee a une expression de CCR7 (Hirao et al. 2000). Ces DC peuvent donc migrer vers les
OLS mais, du fait de leur état semi-mature, conduire, non pas a ’activation des LT, mais a
leur anergie. L’induction d’un état de tolérance par les DC semble, cependant plus complexe
que la simple distinction DC mature / immature. En effet, certains stimuli peuvent conduire a
la sécrétion par les DC d’une grande quantité d’IL-10, conduisant a un état de tolérance (Jiang
et al. 2007). En fait, divers stimuli peuvent induire des DC tolérogéniques, comme des
cytokines anti-inflammatoires, des agents immunosuppresseurs (Pulendran 2004) ou encore la
surexpression d’IL-10, d’IL-4 ou de CTLA-4 (Tan et al. 2005). Les PRR ont également été
impliqués dans I’induction de DC tolérogéniques. Certains signaux, tel que le zymosan de
levure, conduisent ainsi a I’induction de Treg par ces DC (Dillon et al. 2006).

Divers mécanismes peuvent étre mis en jeu lors de I’induction de tolérance par les DC.
Une population de DC CD123"CCR6", exprimant 1’indolamine-2,3-dioxygénase (IDO), peut
inhiber la prolifération in vitro des LT (Munn et al. 2002). Par ailleurs, 1’expression de
molécules comme PD-L1 ou des récepteurs inhibiteurs de la famille ILT a la surface des DC
peut conduire a I’anergie ou la délétion de LT (Liang et al. 2008; Fife et al. 2009). Enfin, les
DC tolérogeénes participent a la tolérance périphérique en induisant des Treg via la sécrétion
d’IL-10 et de TGFB (Jonuleit et al. 2000; Wakkach et al. 2003). L’interaction DC-Treg se
traduirait, en fait, par une coopération réciproque, les Treg pouvant inhiber la maturation des

DC et leur synthése de cytokines pro-inflammatoires (Veldhoen et al. 2006).
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2. Toll-like receptors et cellules dendritiques

Les DC sont, avant tout, des sentinelles des tissus périphériques qui peuvent
reconnaitre de multiples « signaux de danger ». Elles possédent donc un panel de récepteurs

pour ces signaux dont font partie les Toll-like receptors ou TLR.

2.1. Meécanismes généraux de reconnaissance de
’immunité innée

Il est commun de distinguer I’immunité innée de I’immunité adaptative. Si la premiere
est moins spécifique que la seconde, elle est néanmoins plus rapide a se mettre en place et
constitue ainsi la premiére ligne de défense contre les micro-organismes. Son déclenchement

passe par la reconnaissance de « signaux de danger » par différents récepteurs.

2.1.1. Motifs reconnus par les cellules de I’immunité innée

Les récepteurs de I’immunité innée ont la capacité de reconnaitre des motifs
moléculaires hautement conservés au cours de 1’évolution et présents uniquement chez les
pathogenes. Charles Janeway a ainsi défini, en 1989, les PAMP (pathogen-associated
molecular pattern), structures reconnues par les PRR (pattern recognition receptor) (Janeway
1989). Les PAMP se caractérisent par trois propriétés : ils sont absents des cellules de 1’héte,
ils sont communs a de nombreuses especes de micro-organismes, ce qui confére aux PRR la
capacité de reconnaitre une grande diversité de pathogénes malgré leur nombre limité, et,
enfin, ils correspondent a des molécules généralement essentielles a la survie et la virulence
des micro-organismes, limitant ainsi la survenue de mutants échappant a cette reconnaissance
(Medzhitov et al. 1997). La nature biochimique des PAMP est extrémement variée. On peut
ainsi citer les peptidoglycanes ou les mannanes retrouvés a la surface de divers micro-
organismes, I’ARN double brin, signe de la présence de virus, ou encore I’ADN bactérien.

Les récepteurs de I’immunité innée reconnaissent également des signaux de danger
endogenes, conséquences d’une infection ou d’une inflammation. Ces DAMP (damage-

associated molecular pattern) correspondent a des molécules exprimées ou relarguées durant
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la lyse cellulaire et les dommages tissulaires qui peuvent survenir dans un contexte d’infection
ou d’inflammation (Bianchi 2007). Parmi ces DAMP on trouve des HSP, I’ADN, I’ARN, des
fragments de hyaluronate ou encore des lipoprotéines de faible densité oxydées (Ox-LDL).

2.1.2. Les récepteurs de reconnaissance de I’immunité innée

La reconnaissance par I’immunité innée du « non soi » ou du « soi modifié » passe par
la mise en jeu des PRR. La fonction de ces récepteurs est triple : induction de phagocytose,
activation cellulaire et chimiotactisme. Ils peuvent étre classés en trois familles: les

récepteurs solubles, d’endocytose et de signalisation (Tab.1).

2.1.2.1. Les récepteurs solubles ou opsonines

Les PRR solubles participent a 1’opsonisation des micro-organismes, a 1’activation du
complément et a la modulation de la réponse inflammatoire. Cette famille est constituee de
molécules hétérogénes comprenant les collectines, les ficolines et les pentraxines.

Les deux premieres appartiennent a la famille des lectines de type-C, molécules
caractérisées par leur capacité a se lier a des carbohydrates de maniere dépendante du
calcium. Elles comprennent la mannane binding lectine (MBL), la conglutinine, les surfactant
protéines (SP-A, SP-D), les collectines (CL-P1, CL-1 et CL-K1) et les ficolines (H-, L- et M-
ficoline) (Holmskov et al. 2003). Ces molécules reconnaissent différents sucres retrouves a la
surface des micro-organismes tels que le mannose, le glucose, le L-fucose et les N-acétyl-
mannosamine et N-acétyl-glucosamine. Suite a cette reconnaissance, elles permettent
d’activer le systéme du complément.

Les pentraxines, quant a elles, forment une famille de protéines trés conservées durant
I’évolution parmi lesquelles la C-reactive protein (CRP), la serum amyloide protéine et la
pentraxine 3 (Mantovani et al. 2008). La CRP peut se lier a des groupements phosphocholines
des membranes bactériennes, comme la phosphorylcholine, composant majeur de la fraction
C de la capsule du pneumocoque. Les pentraxines reconnaissent la fraction du complément

Clq et peuvent, ainsi, participer a I’activation de la voie classique du complément.
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2.1.2.2. Les récepteurs d’endocytose

Les PRR endocytiques sont des récepteurs transmembranaires spécialisés dans la
reconnaissance et l’internalisation des micro-organismes. Ce groupe est principalement
composé des récepteurs d’épuration et de récepteurs lectiniques de type-C.

Les récepteurs d’épuration ou « scavenger receptors » (SR) sont des glycoprotéines de
surface dont la fonction principale est de fixer et d’internaliser les Ox-LDL mais pas les LDL
natives (Gough et al. 2000). Ces récepteurs reconnaissent ¢galement d’autres ligands du soi
modifiés tels que les cellules apoptotiques, des composants de la matrice extracellulaire
comme le collagene ainsi qu’une grande diversité de micro-organismes.

Les récepteurs aux lectines de type C (C-type lectin receptor ou CLR) sont représentés
par des protéines membranaires, participant a 1’endocytose des micro-organismes et a la
signalisation intracellulaire, et par des protéines solubles, comme les collectines, impliquées
dans I’opsonisation des micro-organismes (Geijtenbeek et al. 2004). Parmi ces CLR on peut
citer DC-SIGN, le récepteur aux mannanes (MMR) et la Dectin-1 qui vont reconnaitre des

carbohydrates a la surface de nombreux pathogeénes.

2.1.2.3. Les récepteurs de signalisation

C’est dans ce groupe des récepteurs de signalisation que nous retrouvons la famille des
TLR (Toll-like receptor). A coté de cette famille, d’autres récepteurs de signalisation sont
impliqués, appartenant aux familles CLR, NLR (nucleotide-binding oligomerization (NOD)
domain protein-like receptor) et RLR (retinoic acid-inducible gene-lI (RIG)-like receptor)
(Kawai et al. 2009). Les membres des familles NLR et RLR correspondent a des molécules
d’expression cytosolique permettant respectivement de reconnaitre des composeés bactériens et
viraux ayant envahi le cytosol (Meylan et al. 2006).

La famille des NLR est impliquée dans la reconnaissance de PAMP et de molécules
endogenes. Plusieurs molécules ont été identifiées au sein de cette famille dont les protéines
NOD-1 et NOD-2 qui interviennent dans la reconnaissance du peptidoglycane des bactéries et
conduisent, entre autre, a 1’induction de cytokines pro-inflammatoires (Chamaillard et al.
2003; Kobayashi et al. 2005). Par ailleurs, certaines NLR (NALP1, NALP3) peuvent conduire
au relargage de cytokines inflammatoires de la famille de I’'IL-1 via la formation de

I’inflammasome (Yu et al. 2008).
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La famille RLR est composée, quant a elle, de trois membres (Yoneyama et al. 2005),
RIG-I et MDADb, qui participent a la reconnaissance des ARN viraux synthétisés dans le
cytoplasme de cellules infectées, et LGP2, qui serait un régulateur des deux autres membres
(Yoneyama et al. 2008).

Enfin, certaines CLR, en plus de leur propriété¢ d’endocytose, possedent également des

propriétés de signalisation.

Tableau 1 : Les principaux PRR et leurs ligands

Type de PRR Exemples de PRR
PRR Ligands Fonctions
Lectines type C MBL tifz?::ur;'cmb'ens Mannoses | activation du complément
Ol Pentraxines CRP Phosphorylcholine des parois | Opsonisation, activation du
bactériennes complément
. LDL oxydées, polymeres
Récepteurs Scavenger récepteur | SR-AL anioniques (soi et non soi) Phagocytose
OGO CLR Dectin-1 B-glucane des champignons Phagogytose, activation
cellulaire
Peptidoglycane, _— .
TLR2 lipoarabinomannane Activation cellulaire
TLR LPS téines d’ 1 d
) TLR4 >, Protemes &-enveioppe €€ | activation cellulaire
Récepteurs de virus
signalisation NOD-1 Peptidoglycane Activation cellulaire
NLR NALP3 ARN bacte_rlen, ATP, acide Inflammasome, synthése IL-1
urique, toxines
RLR RIG-1 ARN viraux Activation cellulaire

2.2. Les TLR : des récepteurs essentiels de
’immunité innée

Les TLR représentent un groupe important de PRR trés conservés durant I’évolution et
capables de reconnaitre une grande variété de PAMP.

Le géne Toll fut initialement identifié en 1985 comme un géne contrblant la
polarisation dorso-ventrale chez la Drosophile (Anderson et al. 1985). Il fut ensuite mis en
évidence que Toll jouait également un role important dans les réponses immunes chez la
Drosophile, ce gene étant impliqué dans la reconnaissance de certains champignons
conduisant a la production de drosomycine, un peptide anti-fongique (Lemaitre et al. 1996).
Peu de temps apres, un homologue fut identifié chez les vertébrés et nommé Toll-like receptor
ou TLR (Rock et al. 1998).

A ce jour, 13 molécules TLR ont été décrites chez les mammiféres, 10 chez I’homme
(TLR1-10) et 12 chez la souris (TLR1-9 et TLR11-13). Chacun de ces TLR est capable de

reconnaitre un ou plusieurs motifs moléculaires spécifiques d’agents pathogenes.
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2.2.1. Structure des TLR

Les TLR sont des protéines transmembranaires de type | exprimées a la surface des
cellules ou dans les membranes des endosomes ou lysosomes. Ils sont constitués de trois
domaines (Jin et al. 2008). Le domaine extracellulaire N-terminal est un domaine riche en
leucine (leucin-rich repeats ou LRR), impliqué dans la reconnaissance des ligands. Le
deuxiéme domaine correspond a la partie transmembranaire. Enfin le domaine intracellulaire,
C-terminal, présente des homologies avec les membres de la famille du récepteur a I’'IL-1,
d’ou son nom de domaine TIR (Toll/IL-1 receptor). Cette région est impliquée dans la
signalisation intracellulaire.

Par ailleurs, les analyses structurelles ont montré que les TLR se présentaient sous la
forme d’homo- ou d’hétérodiméres (TLR1/2, TLR2/6, TLR3/3...), la liaison se faisant par le
domaine LRR. Cette dimérisation serait nécessaire pour [’activation de la signalisation
intracellulaire (Imler et al. 2001). Certains TLR vont également pouvoir s’associer a des
molécules accessoires pour la reconnaissance de certains ligands et une signalisation
optimale. Ainsi, le TLR2 peut s’associer a la dectin-1 pour coopérer dans la reconnaissance de
certains glycans et le complexe TLR2/6 peut se lier au CD36 (Hoebe et al. 2005). De méme la

reconnaissance par le TLR4 peut nécessiter I’intervention des molécules MD2 et CD14.

2.2.2. Les TLR et leurs ligands

Les TLR peuvent étre divisés en deux groupes selon leur localisation intra- ou
extracellulaire. Ainsi, les TLR1, 2, 4, 5, 6, 10 et 11 sont exprimés sur la membrane cellulaire
alors que les TLR3, 7, 8 et 9 sont localisés en intracellulaire, sur des vésicules comme les
endosomes ou lysosomes. Cette différence de localisation cellulaire des TLR peut étre reliée a
la nature de leurs ligands, les TLR situés a la surface de la cellule étant plutdt spécialisés dans
la reconnaissance de déterminants membranaires bactériens alors que les TLR intracellulaires

vont pouvoir reconnaitre des acides nucléiques d’origine bactérienne et virale (Fig.7).

2.2.2.1. Les TLR exprimés a la surface cellulaire

Le TLR4 est exprime sur la membrane cellulaire. Il intervient dans la reconnaissance

du lipopolysaccharide (LPS) des bactéries gram négatives. Néanmoins, cette reconnaissance
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nécessite 1’intervention des protéines MD2, LBP (LPS-binding protein) et CD14. La LBP est
une protéine soluble qui peut se lier au LPS. Le CD14 se lie a la LBP et permet ainsi le
chargement du LPS sur le TLR4 qui forme un complexe avec la MD2 a la surface des cellules
(Akashi-Takamura et al. 2008). Le TLR4 reconnait aussi les mannanes des champignons et
des protéines de I’enveloppe de certains virus tels que le VRS ou le VZV.

Le TLR2 est un autre TLR de surface, impliqué dans la reconnaissance de composants
des parois des bactéries gram positives (peptidoglycane, acide lipotéichoique), du zymozan
de Saccharomyces cerevisiae ou du lipo-arabinomannane des mycobactéries (Schwandner et
al. 1999). La coopération du TLR2 avec les TLR6 et 1 via la formation d’hétérodiméres
participerait respectivement a la discrimination des diacyl- et triacyl-lipopeptides bactériens.

Parmi les TLR de la surface cellulaire, on peut également citer le TLR5 qui reconnait
la flagelline, protéine majoritaire du flagelle des bactéries flagellées (Hayashi et al. 2001), le
TLR10 dont le ligand n’est pas encore identifi¢ et, enfin, le TLR11 qui se lie aux composants
de bactéries uropathogénes (Zhang et al. 2004) et a la profilin-like, molécule de Toxoplasma
gondi (Yarovinsky et al. 2005).

Outre la reconnaissance de PAMP, les TLR se lient & divers DAMP. Ainsi, les TLR1/2
et le TLR4 peuvent reconnaitre la protéine de choc thermique Hsp70. Le TLR4 est également

activé par la liaison a 1’acide hyaluronique, les héparanes sulfates ou le fibrinogéne.
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Figure 7: Les TLR et leurs ligands (Kumar et al. 2009)
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2.2.2.2. Les TLR intracellulaires

Les ligands des TLR de localisation intracellulaire correspondent a des acides
nucléiques. Ainsi, le TLR3 reconnait ’ARN double brin formé lors de la réplication de
certains virus (Alexopoulou et al. 2001). Les TLR7 et 8 reconnaissent des séquences d’ARN
simple brin riches en nucléotides G/U, retrouvées abondamment dans les ARN viraux (Heil et
al. 2004). Enfin, le TLRY reconnait des séquences d’ADN riches en motifs CpG non
méthylés, caractéristiques de I’ADN bactérien ou de certains virus (Hemmi et al. 2000).

Les TLR7 et 9 sont initialement séquestrés dans le RE et se localisent rapidement au
niveau des endolysosomes en présence d’un signal de danger. Cette relocalisation serait

régulée par la protéine Unc93bl (Tabeta et al. 2006).

2.3. Voies de signalisation médiees par les TLR

L’engagement des TLR, suite a leur liaison a un ligand, conduit a I’initiation de deux
voies de signalisation ayant pour conséquence la translocation de facteurs nucléaires et la
synthése de différentes cytokines et chimiokines. Ces voies de signalisation différent selon le
TLR impliqué. Ainsi, elles aboutissent, suivant le pathogene reconnu, a des réponses
variables, en particulier en terme de sécrétion de cytokines.

Les deux voies de signalisation mises en jeu correspondent a la voie dépendante de
MyD88, qui conduit a I’activation de NF-«xB et a la production de cytokines pro-
inflammatoires, et la voie dépendante de TRIF qui aboutit a la sécrétion a la fois de cytokines

pro-inflammatoires et des IFN de type | (Kawai et al. 2010; Kawai et al. 2011) (Fig.8).

2.3.1. Lavoie Myd88

Cette voie concerne tous les TLR a 1’exception du TLR3. Apres leur liaison avec un
ligand, les TLR commencent par recruter, via leur domaine TIR, des protéines adaptatrices
considérées comme des TIR-domain-containing adaptator. Ainsi, le TLR2, ses hétérodimeres
et le TLR4 recrutent la protéine adaptatrice TIRAP (TIR-containing adaptator protein ou
MAL) puis, la protéine MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88). TIRAP
n’est pas nécessaire aux TLRS, 7 et 9 qui recrutent directement MyD88 (O'Neill et al. 2007).
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Aprés liaison, MyD88 induit, via son domaine N-terminal, 1’activation de sérine-
thréonine kinases de la famille IRAK (IL-1 receptor associated kinases) (Medzhitov et al.
1998; Janssens et al. 2002), en commengant par IRAK4 suivie d’IRAK1. Ces kinases activent
TRAF6 (TNF-receptor-associated factor 6), initiant plusieurs cascades de signalisation.

TRAF6 activé entraine une polyubiquitinylation des kinases TAK1 (transforming-
growth factor-g-activated kinase-1) et TAB (TAK1-binding proteins), induisant la formation
du complexe TAK1-TAB (Chen 2005) qui active la voie des kinases IKK (1xB kinases). IKK
correspond a un complexe comprenant des composants catalyseurs (IKKa, IKKB, IKKE,
TBK1) et un composant régulateur (NEMO). Le complexe TAK1-TAB phosphoryle le
complexe IKKa, IKKB, NEMO qui phosphoryle, a son tour, IxB, I’inhibiteur cytoplasmique
de NF-xB. IxB se détache alors de NF-kB, lui permettant de migrer vers le noyau et de
conduire a la synthése de cytokines pro-inflammatoires et d’IFNB. Le complexe TAK1-TAB
peut aussi activer la voie des MAP kinases (mitogen-activated protein kinase) qui conduisent
a D’activation de JNK (c-Jun N-terminal kinase) et ERK (extracellular signal-regulated
kinase). Ces kinases activent respectivement les facteurs nucléaires c-Jun et c-Fos, constituant
AP-1 qui induit la synthése de cytokines pro-inflammatoires (Adhikari et al. 2007).

Par ailleurs, TRAF6 peut initier la translocation dans le noyau du facteur nucléaire
IRFS5, menant a la synthése d’1L-6 et de TNFa.

Enfin, lors de I’activation par les TLR7 et 9, Myd88 induit I’activation du complexe
TRAF3-IRAK1-1KKa, ce qui a pour conséquence la translocation d’IRF7 au niveau du noyau
et la production d’TFN de type I (Honda et al. 2004).

2.3.2. Lavoie TRIF

Cette voie concerne les TLR3 et 4, dont les domaines TIR peuvent interagir avec la
protéine adaptatrice TRIF (TIR-containing adaptator inducing interferon-/£), directement,
pour le TLR3, ou par I’intermédiaire de la protéine TRAM (TIR-domain-containing adaptator
molecule), pour le TLR4 (O'Neill et al. 2007). Une fois recrute, TRIF active TRAF3 qui, a
son tour, active les kinases IKKe et TBK-1, conduisant a la phosphorylation des facteurs de
transcription IRF3 et IRF7 et leur translocation dans le noyau. Cette voie a pour conségquence
la production d’IFN de type I (Fitzgerald et al. 2003).
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Par ailleurs, TRIF déclenche également I’activation de NF-xB, mais avec une
cinétique plus lente que la voie MyD88. Ainsi, TRIF active TRAF6 et se lie a RIP (receptor
activating protein 1), formant un complexe TRAF6-RIP1 qui permet d’activer TAK1-TAB,
rejoignant ainsi la voie MyD88 (Meylan et al. 2004).
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Figure 8: Les voies de signalisation des TLR (Kumar et al. 2009)

NFkB

2.3.3.  Regulation des voies de signalisation des TLR

Les TLR sont importants pour la reconnaissance de signaux de danger et I’initiation
d’une réponse immune appropriée. Néanmoins, leur controle est essentiel, une activation
excessive pouvant contribuer a la pathogénie de nombreuses maladies. Plusieurs éléments
permettent de réguler les voies de signalisation des TLR (Wang et al. 2009) via la dégradation
de protéines, leur ubiquitination ou phosphorylation ou I’interaction avec des inhibiteurs.

Différentes protéines regulatrices ont été décrites. Ainsi, Triad3A, une ubiquitine-
ligase, augmente 1’ubiquitination et la dégradation protéolytique de certains TLR comme les
TLR4 et 9 (Chuang et al. 2004). SOCS-1 (suppressor of cytokine signaling -1) est un autre
inhibiteur qui participerait a I’ubiquitination et la dégradation de TIRAP (Mansell et al. 2006).
La protéine TRIM-30a. (Tripartite motif protein), quant a elle, a été décrite comme participant
a la dégradation des protéines TAB (Shi et al. 2008). Les enzymes A20 et DUBA peuvent

participer aux contréles des TLR via un mécanisme de déubiquitination des protéines TRAF
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(Boone et al. 2004; Kayagaki et al. 2007). Par ailleurs, certaines molécules peuvent agir par
compétition. Ainsi, les protéines SARM et TAG, en interagissant respectivement avec TRIF
et TRAM, bloquent la voie dépendante de TRIF (Carty et al. 2006; Palsson-McDermott et al.
2009). TANK représente une autre protéine régulatrice qui bloque 1’ubiquitination de TRAF6
(Kawagoe et al. 2009) tandis que la surexpression d’IRAK-M bloque la formation du
complexe IRAK-1/TRAF6 (Kobayashi et al. 2002). Enfin, des phosphatases comme SHP1 et
SHP2 peuvent inhiber respectivement IRAK-1 et TBK-1 (An et al. 2006; An et al. 2008).

2.4. Les TLR : des récepteurs essentiels des DC

Les PRR jouent un réle crucial dans I’initiation de la réponse adaptative, le type de
PRR recruté par un pathogene conditionnant, en partie, la nature de la réponse générée. Deux
familles de PRR, les CLR et les TLR, sont retrouvées chez les DC. L’expression de ces

récepteurs varie selon les populations de DC, leur conférant différentes propriétés.

2.4.1. Expression des TLR sur les DC

Plusieurs études se sont intéressées a I’expression des TLR au sein des DC.

Chez I’homme, les mDC CDIc" expriment tous les TLR a ’exception des TLR7 et 9
tandis que les pDC expriment uniquement les TLR7, 9 et 10 (Muzio et al. 2000; Jarrossay et
al. 2001; Kadowaki et al. 2001; Krug et al. 2001; Hornung et al. 2002; Lindstedt et al. 2005).
Ces résultats ont pu étre confirmés au niveau fonctionnel, les mDC CD1c" du sang répondant
a tous les ligands de TLR a I’exception des ligands de TLR9Y, et les pDC n’ayant montré de
réponse qu’a I’activation par des agonistes des TLR7 et 9 (Piccioli et al. 2007). Parallelement
aux données sur les DC sanguines, des résultats comparables ont été retrouvés au sein des
mDC et pDC du poumon (Demedts et al. 2006) et de la rate (Mittag et al. 2011). Les données
concernant les mDC CD141" sont plus restreintes. Néanmoins, des études montrent que ces
cellules, comparativement aux mDC CD1c", présentent un répertoire plus restreint de TLR,
les TLR4, 5, 7 et 9 étant absents (Jongbloed et al. 2010; Poulin et al. 2010; Mittag et al. 2011).

Chez la souris, les cDC CD8a expriment tous les TLR, a I’exception du TLR3, qui
semble restreint aux cDC CD8a.". Ainsi, a la différence des cDC humaines, les cDC de souris

expriment le TLR9. En outre, les cDC CD8ao." expriment les TLR2, 3, 4, 9, 11 et 12 mais pas

-37-



Introduction 2-TLR et cellules dendritiques

de TLR7, ni, ou trés peu, de TLR1 et 6 (Edwards et al. 2003; Luber et al. 2010; Segura et al.
2010). Les pDC murines different également des pDC humaines quant & leur répertoire de
TLR. Elles expriment de faible niveau d’ARN messagers de tous les TLR, a I’exception des
TLR7 et 9 qui sont fortement exprimés (Proietto et al. 2008; Luber et al. 2010).

Chez le rat, I’expression des TLR a également été analysée sur les différentes
populations de DC spléniques. Ainsi, les cDC CD4" expriment tous les TLR, a la différence
des cDC CD4™ qui n’expriment pas de TLRS et seulement de faibles niveaux de TLR4 et 7.
Enfin les pDC sont marquées par une forte expression des TLR7 et 9 (Hubert et al. 2006).

2.4.2. Conséquences de I’activation des TLR sur les DC

Une fois le ligand de TLR fixé sur son récepteur, différents signaux sont transmis.
Ainsi, I’engagement des TLR améliore la capture et la présentation antigénique, favorise la
maturation et la migration des DC et initie la production de diverses cytokines. Selon le TLR
impliqué et, par voie de conséquence, les protéines adaptatrices recrutées, différentes voies de
signalisations sont mises en jeu, aboutissant a des fonctions biologiques distinctes.

2.4.2.1. ROole des TLR sur la capture antigénique et la maturation
des DC

Différentes études ont mis en évidence que D’activation par les TLR augmentait
transitoirement la capture d’antigénes (Blander et al. 2004; West et al. 2004). Ainsi, il a été
montré que, apres activation par le LPS, les DC murines, spléniques ou dérivées de la moelle
osseuse, et les MoDC humaines, présentaient une augmentation de leur capacité d’endocytose
et phagocytose (West et al. 2004). 1l semble que ce phénomeéne requiert I’activation des MAP
kinases. Il a ainsi été observé, chez la souris, que la kinase Rsk, activée par les MAP-kinases,
intervenait dans 1’augmentation de I’endocytose apres engagement des TLR (Zaru et al. 2007).

En outre, suite a I’activation des DC par les TLR, Defficacit¢ de 1’aprétement
antigénique sur les molécules de CMH-I et —II est améliorée. Ce phénoméne serait lié a une
synthese accrue de molecules de CMH-I et a I’amplification du transport des molécules de
CMH-I1I vers la membrane (Rescigno et al. 1998). La génération de peptides est également

accrue du fait d’une augmentation de I’efficacité du protéasome (Gil-Torregrosa et al. 2004).
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L’activation des DC via les TLR a également des répercussions sur la mobilité de ces
cellules, en conduisant a des réarrangements du cytosquelette d’actine. Il a ainsi été observé
que la mise en présence de LPS ou du parasite Leishmania major réduisait transitoirement la
migration des DC dermiques, qui continuaient cependant a capturer les antigenes. Apres
quelques heures, les DC retrouvaient leur mobilité (Ng et al. 2008).

Enfin, une fois activee par un ligand de TLR, les DC présentent une augmentation de
leur expression de molécules de co-stimulation. Il a été, en outre, montré que ’efficacité de la
présentation croisée et de 1’activation des LT CDS8" est améliorée si la capture de 1’antigéne

est associée a une stimulation des TLR (Schlosser et al. 2008).

2.4.2.2. Role des TLR sur la polarisation des DC

L’activation des TLR conduit a la production de diverses cytokines, d’ou un role sur la
polarisation Th. Si initialement il était considéré que I’engagement des TLR conduisait au
développement d’une voie Thl, il semble désormais que la réponse soit variable (Fig.9).

Ainsi, il a été montré que 1’activation de MoDC par des ARN double brins, ligand de
TLR3, induisait une production d’IFN de type I et d’IL-12, conduisant au développement
d’une réponse Th1 (Cella et al. 1999; de Jong et al. 2002). La voie de signalisation induite par
le TLR3 permet, en effet, d’activer IRF3, NF-kB et les MAP kinases, d’ou une production, a
la fois, d’IFN de type I et de cytokines pro-inflammatoires. En outre, les TLR2 et 4, bien
qu’ils aboutissent tous les deux a 1’activation de NF-kB et des MAP kinases, ne conduisent
pas au méme profil cytokinique. Ainsi, une stimulation par le LPS, ligand du TLR4, conduit a
la production d’IL-12p70 et d’IP10, induisant une voie Thl. La stimulation des DC par le
peptidoglycane, ligand de TLR2, conduit, pour sa part, au relargage et a la formation
préférentielle d’homodiméres I1L-12p40 (Ling et al. 1995) ainsi qu’a la production d’IL-8,
favorisant la voie Th2 (Re et al. 2001). De telles observations ont également été faites chez la
souris. Ainsi, le zymosan des levures, ligand de TLR2, induit la libération d’IL-10 par les DC
spléeniques et la génération de LT de profil Th2 (Edwards et al. 2002). A I’inverse, le LPS
d’Escherichia coli favorise la sécrétion d’IL-12 et donc le développement d’une réponse Thl
(Pulendran et al. 2001). Par ailleurs, I’engagement du TLR7 est connu pour avoir une activité
dans I’immunité anti-virale du fait de I’induction d’IFN de type I. Suite a cet engagement, les
DC orientent les LT vers une voie de différenciation Th1, néanmoins, cette différenciation

serait médiée par I’IL-12 dans le cas des cDC et par I’'IFNa pour les pDC (Ito et al. 2002). En
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outre, les pDC utilisent les TLR7 et 9 pour la production d’IFNo/p via le facteur de
transcription IRF7, constitutivement exprimés dans ces cellules (Coccia et al. 2004). Au
contraire, la production de ces IFN par les cDC dépend de RIG-1 qui lie les ARN double brins
(Yoneyama et al. 2004) et permet I’activation d’IRF3 (Kato et al. 2005).
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Figure 9: Polarisation des DC en fonction des pathogénes reconnus (Kapsenberg 2003)

Le pathogéne peut parfois induire a 1’inverse un état de tolérance. Ainsi Bordetella
pertussis, 1’agent de la coqueluche, via I’activation du TLR4, conduit a la libération d’IL-10
qui va promouvoir le développement de Treg (Higgins et al. 2003).

L’environnement est ¢galement important pour la polarisation. La présence d’IFN de
type I ou d’IL-18 conduit a I’orientation par les DC vers une voie Thl (Vieira et al. 2000),
alors que la présence d’histamine, de prostaglandine E2 ou de TSLP (thymic stromal
lymphopoietin) conduit vers la voie Th2 (Soumelis et al. 2002), et le TGFp et I’'IL-10 vers la
voie Treg (Sato et al. 2003).

Enfin, plusieurs études ont montré que les productions de cytokines pouvaient varier
en cas de stimulation avec une combinaison de ligands de TLR (Gautier et al. 2005;
Napolitani et al. 2005). Ainsi, une stimulation des DC avec des ligands de TLR7/8 et de
TLR3 ou 4 permet d’augmenter de fagon importante la sécrétion d’IL-12p70. De nombreux
pathogeénes expriment différents ligands de TLR pouvant conduire a 1’activation de plusieurs
TLR, coopérant pour produire suffisament d’IL-12 ou de cytokines pro-inflammatoires
(Trinchieri et al. 2007). Par ailleurs, les TLR peuvent également coopérer avec d’autres PRR.
Ainsi, ’activation de NOD2 pourrait conduire a I’amplification des réponses aux ligands de

TLR7/8 ou la diminution des réponses aux ligands de TLR2 (Watanabe et al. 2005).
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2.4.2.3. ROle des TLR sur I’apoptose et la survie des DC

L’engagement des TLR peut également avoir des conséquences sur la survie des DC.
Ainsi, ’engagement du TLRY pourrait inhiber 1’apoptose des DC liée a une privation en
facteur de croissance, ce qui pourrait étre lié a une baisse de TRAIL (Lim et al. 2012). Le LPS

interviendrait aussi sur la survie des DC via I’activation de ERK (Rescigno et al. 1998).

2.5. Autres conséquences de ’activation des TLR

Outre leur expression sur les DC, les TLR sont retrouvés sur de nombreux types

cellulaires et seront par conséquent impliqués dans de multiples processus d’activation.

2.5.1. TLR et cellules de Pimmunité innée

Les cellules de I’'immunité innée, comme les monocytes, macrophages, neutrophiles,
ou encore cellules NK, expriment de nombreux TLR leur permettant de répondre rapidement
a un contact avec un pathogéne (Hornung et al. 2002). Ainsi, lors d’une infection les
macrophages et les polynucléaires neutrophiles peuvent étre activés par les TLR et conduire a
une réaction inflammatoire locale. Les cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa, 1’IL-1,
I’IL-6, le GM-CSF, la prostaglandine E2 ou encore I'I[FNa participent, en outre, a ’activation
des DC et a leur polarisation (Wesa et al. 2001; Kabashima et al. 2003). Les TLR augmentent,
également, I’activité phagocytaire et bactéricide des macrophages.

Les TLR sont aussi impliqués dans ’activation des cellules NK (Chalifour et al. 2004;
Sivori et al. 2004) en les conduisant a produire des peptides anti-microbiens, comme les

défensines, ou des cytokines (IFNy, IL-6, IL-8), et en potentialisant leur activité cytotoxique.

2.5.2. TLR et cellules de ’immunité adaptative

Les LB expriment les TLRI, 6, 7, 9 et 10. L’activation des LB par les TLR est
importante pour la mise en place d’une réponse spécifique. L’engagement des TLR sur les LB
conduit a I’augmentation de la sécrétion de cytokines telles que 1’IL-6 et I’'IL-10 et de la

production d’Ig, notamment IgM (Pasare et al. 2005). Par ailleurs, la génération d’une
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réponse anticorps dépendante des cellules T nécessite I’activation des TLR (Rawlings et al.
2012).

Des TLR sont également exprimés sur les LT CD4". Les ligands de TLR2, 4, 8 et 9
peuvent accroitre la réponse proliférative des LT CD4" activés (Caron et al. 2005; Peng et al.
2005) et le CpG, ligand de TLR9, peut augmenter la survie et la prolifération des LT CD4"
activés (Gelman et al. 2006). Par ailleurs, le LPS amplifie la fonction suppressive des Treg
CD4'CD25" (Caramalho et al. 2003). A I’inverse, il a été montré chez le rat que le CpG

diminuait I’activité suppressive des Treg (Chiffoleau et al. 2007).

2.5.3. Autresroéles des TLR

L’expression des TLR n’est pas restreinte aux cellules du systéme immunitaire. Les
TLR sont exprimés sur presque tous les épithélia susceptibles d’étre envahis par un agent
pathogene. Les cellules épithéliales peuvent ainsi détecter le danger et produire les facteurs
nécessaires au recrutement des cellules de I’'immunité. Tous les TLR sont retrouvés au niveau
du poumon. Le TLR2 est notamment exprimé par les macrophages alvéolaires et les cellules
épithéliales alvéolaires de type Il, permettant de détecter les lipoprotéines de Mycobacterium
tuberculosis (Brightbill et al. 1999). Dans 1’épithélium gastro-intestinal, le TLR5 est exprimé
sur la membrane des cellules épithéliales. 1l contribue a déclencher la réaction inflammatoire
contre les bactéries a flagelles autres que celles de la flore commensale (Gewirtz et al. 2001).

L’engagement des TLR sur les cellules épithéliales ou les fibroblastes induit la
production de cytokines inflammatoires telles que I’IFNy, I’IL-6 ou I’'IL-8 mais également de
molécules d’adhérence impliquées dans le recrutement des cellules immunes au niveau du site
de l’infection. Par ailleurs, au niveau du tractus digestif, il semble qu’une stimulation
prolongée des TLR conduise a rendre les cellules résistantes a une nouvelle activation et serait

nécessaire au maintien de I’intégrité de 1’épithélium digestif (Rakoff-Nahoum et al. 2004).

2.6. Les TLR : applications cliniques

La fonction primaire des TLR est la reconnaissance de signaux de danger et
I’induction d’une réponse immunitaire innée contre les pathogeénes ou les tumeurs. Des
anomalies des voies de signalisation TLR peuvent donc avoir un impact sur la lutte anti-

infectieuse. Ainsi, une déficience d’IRAK-4 entraine une susceptibilité vis-a-vis des
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infections a bactéries gram positive (Ku et al. 2007). En outre, du fait du role clé des TLR
dans I’initiation d’une réponse immune, des recherches ont porté sur I'utilisation d’agonistes
de TLR en tant qu’adjuvant de vaccins, visant a amplifier la réponse (Kanzler et al. 2007).
Plusieurs agonistes (Polyl:C, analogues du LPS, Imiquimod...) sont en cours d’évaluation et
certains sont déja utilisés comme le MPL, derivé du LPS, présent dans les vaccins Fendrix
(hépatite B) et Cervarix (Papillomavirus). L’utilisation d’agonistes des TLR dans la lutte anti-
tumorale a également été étudiée. Ainsi, I’imiquimod (agoniste du TLR7) améliore le
recrutement de pDC au niveau du site tumoral ainsi que la production d’IFN de type 1,
génerant un environnement inflammatoire qui participe a la régression tumorale (Chang et al.
2005). Un agoniste du TLR9 est également testé dans le carcinome basocellulaire et le
mélanome (Hofmann et al. 2008). Des agonistes ont, par ailleurs, été testés dans 1’allergie,
maladie liée a une réponse Th2 inappropriée. Du fait de leur capacité a induire une réponse
Thl, des agonistes des TLR4 et 9 associés aux allergénes ont été développés pour
I’immunothérapie spécifique de la rhinite allergique (Creticos et al. 2006). Des essais sont
¢galement en cours sur I’utilisation du CpG dans 1’asthme (Fonseca et al. 2009).

L’engagement des TLR est associ¢ au développement d’une réponse inflammatoire.
Les réponses trop intenses ou prolongées peuvent étre responsables d’états inflammatoires
aigus ou chroniques. Les antagonistes des TLR représentent une piste prometteuse dans ces
maladies. Des antagonistes du TLR4 ont ainsi été testés dans le sepsis (Leon et al. 2008).
Enfin, les TLR pourraient jouer un réle dans les phénoménes d’auto-immunité (Mills 2011).
Les TLR7, 8 et 9 sont essentiellement impliqués dans la pathogénie du lupus systémique. Les
complexes immuns formés avec I’ARN ou I’ADN peuvent étre phagocytés par les DC, suite a
leur fixation sur les fragments Fc, et conduire a 1’activation des TLR7 et 9, entrainant la
sécrétion d’TFNa par les pDC (Baccala et al. 2007). Or une forte concentration de cette
cytokine est retrouvée chez les patients lupiques. Le réle de 1’activation des TLR dans le
maintien de I’inflammation est également impliqué dans la polyarthrite rhumatoide (Sacre et
al. 2007). Le développement d’antagonistes des TLR dans le cadre des maladies auto-
immunes pourrait constituer une nouvelle piste thérapeutique. Des antagonistes de TLR7, 8 et
9 ont ainsi montré une efficacité chez la souris, entre autre dans des modeles de lupus
(Hennessy et al. 2010).
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3. Les populations de DC : des fonctions
distinctes

Les DC regroupent de multiples sous-populations, classiquement séparées en cDC et
pDC, cette distinction étant retrouvée dans diverses especes, que ce soit 1’homme ou le
rongeurs. En outre, les cDC se subdivisent elles-mémes en différentes populations de
phénotype et fonctionnalités distincts. L’amélioration de la caractérisation de ces cellules a

permis d’identifier des points communs entre populations au sein de différentes especes.

3.1. Les DC myeloides ou conventionnelles

Au sein des cDC plusieurs populations peuvent étre différenciées. Outre leur role de
sentinelles sondant continuellement les tissus périphériques a la recherche de signaux de

dangers ces populations présentent des phénotypes et des fonctionnalités propres.

3.1.1. Phénotype des différentes populations de cDC

Chez ’homme, des cDC sont présentes dans les organes lymphoides, les tissus
périphériques ou encore le sang. Compte tenu de la facilité d’acces des cellules du sang par
rapport aux autres sources, la plupart des études a porté sur les DC circulantes du sang qui
représentent environ 1 a 2% des cellules mononucléées. Ces cellules se caractérisent par
I’absence de marqueurs de lignage (CD3, CD19, CD20, CD56, CD14, glycophorine A) et du
CD16, et la présence de HLA-DR a leur surface (Thomas et al. 1993). Elles se subdivisent en
pDC, CD123"CD11c CD45RA", de morphologie plasmacytoide, et en ¢cDC, CD123°CD11c”
CD45R0O", de morphologie monocytoide (O'Doherty et al. 1994). L’analyse du transcriptome
(Lindstedt et al. 2005) et I’arrivée de nouveaux marqueurs, ont permis d’affiner cette
caractérisation et d’identifier deux sous-populations de cDC (Dzionek et al. 2000; MacDonald
et al. 2002). Ainsi, la population majoritaire, dénommée mDC1, représente environ 0,5% des
leucocytes circulants et est caractérisée par 1’expression du marqueur CDlc (BDCA-1 ou
Blood dendritic cell antigen 1). La deuxieme population, mDC2, ne représente que 0,03% des
leucocytes et posséde a sa surface le marqueur CD141 (BDCA-3 ou thrombomoduline).
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Morphologiguement ces deux populations de ¢cDC sont proches, d’aspect monocytoide,
avec un noyau polylobé et un contour irrégulier (Dzionek et al. 2000). Elles expriment du
CD4 a leur surface mais pas de CD1a ni de CDS. Par ailleurs, a 1’état immature, ces cellules
expriment la molécule de co-stimulation CD86, mais pas les molécules CD80 et CD83. Ces
cellules possédent également les récepteurs de chimiokines CCR1, CCR2, CCR5, CXCR1 et
CXCRA4. Enfin, contrairement au mDC2, les mDC1 expriment les récepteurs aux fragments
Fc des 1g, CD32, CD64 et FceRI (Dzionek et al. 2000).

Plus récemment, il a été montré que les mDC2 exprimaient la lectine de type C
Clec9A (DNGR-1) (Caminschi et al. 2008; Huysamen et al. 2008; Sancho et al. 2008;
Jongbloed et al. 2010; Poulin et al. 2010), et la molécule d’adhésion Necl2 (nectin-like
protein 2) (Galibert et al. 2005; Poulin et al. 2010). Cette derniére reconnait la molécule
CRTAM (cytotoxic and regulatory T-cell molecule), présente a la surface des CTL activés,
des NK et des NKT, et impliquée dans la production d’IL-22 et d’IFNy et dans la prolifération
des LT. L’expression de ces deux marqueurs a également été retrouvée sur la population de
DC CD141" présente dans la rate (Poulin et al. 2010). Des DC CD141"Clec9A™ ont aussi été
identifiées dans les zones T des amygdales (Jongbloed 2010). En outre, deux études ont mis
en évidence, dans le sang et les amygdales, une expression spécifique du récepteur de
chimiokine XCR1 (XC chemokine receptor) par les DC CD141" (Bachem et al. 2010; Crozat
et al. 2010). Ce récepteur est impliqué dans la migration in vitro des DC en réponse au ligand
XCL1 produit par les cellules NK et les CTL activés.

Enfin, les mDC2 expriment les facteurs de transcription BATF3 (basic leucine zipper
transcriptional factor ATF-like 3) et IRF8 (interferon regulatory factor 8) (Crozat et al. 2010;
Jongbloed et al. 2010; Poulin et al. 2010), qui sont indispensables au développement des cDC
CD8a" murines (Hildner et al. 2008). A I’inverse, les mDC2 n’expriment pas IRF4,

nécessaire au développement de divers types de DC mais pas les CD8a." murines.

Chez la souris, outre la distinction entre cDC et pDC, deux populations de cDC ont
été identifiées dans la rate, essentiellement sur la base de I’expression différentielle du CD11b
et du CD8a. Ces populations présentent les phénotypes CD8a CD11b" et CD8a'CD11b™
(Vremec et al. 2000). Par ailleurs, d’autres marqueurs permettent de distinguer ces deux
populations tels que Clec9A et Necl2, présents uniquement sur les cDC CD8a." (Galibert et al.
2005; Caminschi et al. 2008; Huysamen et al. 2008; Sancho et al. 2008). Plus récemment, il a

été montré que 1’expression du récepteur XCR1 permettait également de caractériser les cDC
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CD8o" (Dorner et al. 2009; Bachem et al. 2010; Crozat et al. 2010). A I’inverse, Sirpa.
(signal regulatory protein) est un marqueur sélectif de la population CD11b" (Lahoud et al.
2006). Ces différents marqueurs, 1’expression des facteurs de transcription BATF3 et IRF8
ainsi que les analyses du transcriptome (Robbins et al. 2008) sont des arguments en faveur du

rapprochement des mDC2 avec les cDC CD8a." murines.

Chez le rat, plusieurs populations de cDC ont également été décrites. Des cDC CD4"
et CD4™ ont ainsi été isolées de la lymphe afférente (Liu et al. 1998) puis des populations
similaires ont été décrites, par notre équipe, dans le thymus et la rate (Trinite et al. 2000;
Voisine et al. 2002). Contrairement aux ¢cDC murines, les ¢cDC de rat n’expriment pas le CDS.
Néanmoins, d’autres marqueurs permettent de rapprocher les DC de rat des DC murines et
humaines. Ainsi, comme chez la souris ou ’homme, les ¢cDC de rat, contrairement aux pDC,
expriment le CD1lc. Elles sont également CD11b* et OX62" (anticorps monoclonal
reconnaissant 1’intégrine CD103), les CD4" exprimant plus faiblement le CD103 (Voisine et
al. 2002). Par ailleurs, la protéine SIRPa est restreinte a la population CD4" (Voisine et al.
2002), constituant un point commun avec les cDC murines CD8a™ et les mDC1 humaines.
Enfin, morphologiquement les cDC CD4™ sont larges et irrégulieres avec un cytoplasme
contenant de nombreuses vésicules tandis que les cDC CD4" sont plus petites avec un ratio

nucléocytoplasmique élevé et une chromatine dense (Voisine et al. 2002).

3.1.2. Les sous-populations de cDC et leurs fonctions

Méme si les cDC présentent des fonctionnalités communes, les différentes sous-

populations se caractérisent par certaines spécialisations.

3.1.2.1. Reconnaissance des signaux de danger

Comme cela a été présenté dans le chapitre précédent, les sous-populations de DC sont
caractérisées par différents profils d’expression des TLR. Ainsi, la forte expression du TLR3
et I’absence ou la faible expression de TLR7 semblent caractéristiques des cDC CD8a"
murines, CD141" humaines et CD4~ du rat. Les rapprochements entre espéces semblent plus

délicats pour ce qui est de I’expression des autres TLR. Ainsi, si le TLR9 est exprimé par les
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¢DC murines et du rat, ce n’est pas le cas des ¢cDC humaines. Par ailleurs, le TLR4 est

retrouvé sur toutes les cDC a I’exception des cDC humaines CD1417.

3.1.2.2. Capture et présentation antigénique

Les populations de cDC présentent globalement de fortes capacités d’endocytose et de
phagocytose. Cependant, les cDC CD8o” murines semblent particuliérement efficaces pour la
capture de cellules nécrotiques ou apoptotiques, comparativement aux CD11b* (lyoda et al.
2002; Schulz et al. 2002). Les cDC CD141" humaines sont également capables de phagocyter
ce type de cible, néanmoins, cette fonctionnalité n’est pas limitée, chez ’homme, a ces cDC
(Jongbloed et al. 2010). La lectine Clec9A pourrait étre impliquée dans cette reconnaissance
de cellules apoptotiques ou nécrotiques (Huysamen et al. 2008; Schreibelt et al. 2012).

Par ailleurs, une des caractéristiques des cDC CD8a’, comparativement aux autres
populations de DC murines, est leur importante efficacité pour la présentation croisée (den
Haan et al. 2000; Pooley et al. 2001), en particulier apres activation par des ligands du TLR3
(Schulz et al. 2005). Ainsi, les souris déficientes en cette population de DC présentent un
défaut de cross-présentation (Hildner et al. 2008). Chez I’homme, il a également été montré
que les cDC CD141" pouvaient efficacement cross-présenter des antigénes tumoraux (Poulin
et al. 2010), ou des antigénes dérivés de cellules infectées par des virus comme le VIH
(Crozat et al. 2010), I’'HSV (Bachem et al. 2010) ou le CMV (Jongbloed et al. 2010).
Néanmoins, cette fonction ne semble pas aussi spécifique des cDC CD141" qu’elle peut 1’étre
pour les cDC CD8a." murines. En effet, les cDC CD1c” peuvent également cross-présenter,
leur capacité a induire ensuite une réponse CTL s’étant méme révélée supérieure a celle des
autres populations de cDC dans une étude récente (Mittag et al. 2011). En outre, I’activité de
présentation croisée des cDC CD141" semble nécessiter une activation préalable par le TLR3,
élément qui n’est pas retrouvé pour les cDC CD8o” murines (Pooley et al. 2001; Schnorrer et
al. 2006).

3.1.2.3. Prolifération et activation lymphocytaire T

Chez la souris, il a été montré que les cDC CD8a" stimulaient préférentiellement les

LT CD8", alors que les cDC CD11b" étaient plus efficaces pour la prolifération des LT CD4"
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(Dudziak et al. 2007). Si les ¢cDC spléniques CD4™ du rat sont rapprochées des cDC CD8a."
murines, leur role en termes d’activation lymphocytaire T différe. En effet, chez le rat,
comparativement aux cDC CD4", les cDC CD4™ induisent une plus faible prolifération des LT
CD4" ainsi qu’une trés faible stimulation des LT CD8" (Liu et al. 1998; Voisine et al. 2002).
Chez ’homme, les cDC CD1417, comme les CD1c", peuvent entrainer, de facon similaire, la
prolifération des LT CD4" (Jongbloed et al. 2010). De méme, les deux populations activent
avec la méme efficacité les LT CD8" en I’absence de stimulation. Néanmoins, 1’activation des
cDC CD141" par le Polyl:C, ligand de TLR3, permet d’augmenter fortement leur capacité
d’activation des LT CD8" (Jongbloed et al. 2010). Cet effet du Polyl:C est moins notable pour
les DC CD141" spléniques, ce qui concorde avec une expression plus faible du TLR3 par ces

DC, comparativement a leur homologue dans le sang (Mittag et al. 2011).

3.1.2.4. Sécrétion de cytokines et polarisation de la réponse T

Il a tout d’abord été considéré que les cDC polarisaient les LT vers un profil Thl
prédominant. Toutefois, il est désormais démontré que les DC présentent une certaine
plasticité et que la polarisation de la réponse peut étre influencée par 1’environnement et les
pathogenes rencontrés. Les différentes sous-populations de cDC ont également des profils
cytokiniques variés et peuvent, ainsi, influencer différemment la polarisation lymphocytaire T.

Chez la souris, les cDC CD11b" favorisent préférentiellement 1’induction d’une
réponse Th2 via la sécrétion de cytokines telles que 1’TL-4 (Maldonado-Lopez et al. 1999;
Pulendran et al. 1999). Les ¢cDC CD8a" sont, quant a elles, caractérisées par une forte
production d’IL-12p70 (Reis e Sousa et al. 1997; Hochrein et al. 2001). L’IL-12 est une
cytokine hétérodimérique composée de deux sous-unités, p35 et p40, la premiere étant
exprimée a faible niveau de facon constitutive contrairement a la seconde. La production
simultanée des deux sous-unités permet d’aboutir a 1’IL-12p70 active. Cette forte production
d’IL-12 par les DC favorise le développement d’une réponse Thl (Maldonado-Lopez et al.
1999; Pulendran et al. 1999). Néanmoins, cette production est contrélée et nécessite une
stimulation préalable des cDC CD8a." via ’engagement de TLR, en particulier les TLR3 et 9,
et un signal provenant du CD40 des LT activés (Schulz et al. 2000) ou de cytokines, telles que
I’IFNY, le GM-CSF et I’'IL-4 (Hochrein et al. 2000). Par ailleurs, les cDC CD8a" produisent
des IFN de type | suite a la stimulation des TLR, mais dans une moindre proportion que les

pDC (Hochrein et al. 2000). Il a également été montré que les cDC CD8a" étaient, aprés
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stimulation du TLR3, les productrices majeures d’IFN-A, une cytokines importante de la lutte
anti-virale (Lauterbach et al. 2010). Enfin, plus récemment, la population de cDC CD11b"
spléniques a été subdivisée en deux sous-populations sur la base de I’expression du CLR
DCAL2 (myeloid inhibitory C-type lectin/Clec12a), la population DCAL2" produisant de
I’TL-12 et induisant une voie Thl, a la différence des DCAL2™ qui sécrétent du TNFa et de
1I’L-10 et induisent une voie Th2 (Kasahara et al. 2012).

Chez I’homme, les ¢cDC CDI141" et CDI1c" induisent préférentiellement une
polarisation Th1l, les premieres étant plus efficaces que les secondes dans cette fonction quand
elles sont stimulées par un ligand du TLR3. Si la sécrétion d’IL-12 par les cDC murines
semble restreinte a la population CD8a", cette caractéristique n’est pas aussi marquée chez
I’homme. Ainsi, toutes les cDC spléniques humaines sont capables de sécréter de I’IL-12 suite
a une stimulation par le CD40L et un mélange de cytokines (IFNy, IL-4 et GM-CSF) (Mittag
et al. 2011). Dans le sang, une étude a montré que, contrairement aux cDC CD1c", les cDC
CD141" peuvent sécréter de grande quantité d’IL-12p70. Néanmoins, cette sécrétion nécessite
une stimulation via le TLR3 et les cytokines IFNy, TNF, IFNa et IL-1 (Jongbloed et al.
2010). De plus, aprés stimulation par un ligand du TLR3, les cDC CD141", comparativement
aux CD1c", sécrétent de grandes quantités d’IFNP, connu pour stimuler la cross-présentation
et la polarisation Thl (Jongbloed et al. 2010). Les cDC CD141" produisent également de
grandes quantités de CXCL10 apres stimulation par le TLR3 (Jongbloed et al. 2010; Haniffa
et al. 2012). En outre, les cDC CD141" sécrétent des quantités modérées d’IL-6 et de d’IL-8
mais trés peu d’IL-1B par rapport aux CD1c’ (Jongbloed et al. 2010). Enfin, une étude a
montré que les cDC CD141", comme les CD8o." murines, étaient les productrices majeures
d’IFN-A aprés stimulation du TLR3 (Lauterbach et al. 2010).

Chez le rat, si les LT CD4" sécrétent de I’IFNy, spécifique de la voie Thi, aprés
activation par les DC CD4" ou CD4", les DC CD4" semblent induire une différenciation non
polarisée. Ainsi, ces DC peuvent induire une 1égére production d’IL-13, cytokine spécifique
de la voie Th2. A I’inverse, les DC CD4" sont de grandes productrices d’IL-12 conduisant au
développement d’une voie Thl. En outre, les DC CD4™ produisent du TNFo aprés stimulation
par le Polyl:C, a la différence des DC CD4" (Voisine et al. 2002).
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3.1.3. Parallele entre especes

La présence de marqueurs comme Clec9A, Necl2 ou XCR1, de méme que les études
de transcriptomes (Robbins et al. 2008) ont permis d’identifier un équivalent potentiel des
cDC CD8a" chez I’homme : les DC CD141". La forte expression de TLR3 est un autre point
commun entre ces cellules, que nous retrouvons également sur les cDC de rat CD4". Ces
cellules présentent, par ailleurs, la capacité de sécréter de grandes quantités d’IL-12 suite a
une stimulation appropriée, concourant a la polarisation de la réponse vers une voie de
différenciation Th1l. Une autre caractéristique des cDC CD8a" murines est leur importante
capacité a phagocyter les cellules mortes, une fonction que les CD141" exercent également.
Néanmoins, le parallélisme entre les deux populations de DC reste imparfait. Ainsi, plusieurs
différences concernant leur profil d’expression des TLR peuvent étre soulignées, les DC
CD8a" murines exprimant les TLR9 et 4, contrairement aux DC CD141" humaines. Par
ailleurs, les DC CD8a" murines sont spécialisées dans la présentation croisée. Si les DC
CD141" humaines peuvent également cross-présenter, cette fonction ne semble pas aussi

spécifique de cette population de DC.

3.2. Les DC plasmacytoides

La morphologie des pDC, leurs marqueurs de surface, leur migration et leur capacité a
produire de grande quantit¢ d’IFN de type I en font une population distincte des autres DC.
Apres stimulation ces cellules acquiérent une morphologie se rapprochant des cDC et peuvent
stimuler les LT naifs de maniere antigéne-specifique (Soumelis et al. 2006).

3.2.1. Phénotype des pDC

Les pDC différent des mDC d’un point de vue morphologique. Ces cellules
plasmacytoides, sont rondes, de taille moyenne avec un noyau régulier et pas de dendrites.

Chez I’homme, les pDC sont caractérisées, comme pour toutes les DC, par 1’absence
de marqueurs de lignage (CD3, CD19, CD20, CD56, CD14 et glycophorin A) et de CD16 et
la présence d’HLA-DR. Par ailleurs, contrairement aux mDC, elles n’expriment pas le CD1lc,

mais présentent a leur surface le marqueur CD123 (chaine alpha du récepteur a 1’IL-3). Deux
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autres marqueurs ont permis de caractériser les pDC plus récemment : la glycoprotéine
transmembranaire de la famille des lectine de type C, CD303 (BDCA-2), impliquée dans la
capture antigénique et 1’inhibition de la production d’IFN de type | (Dzionek et al. 2001), et le
CD304 (BDCA-4 ou neuropilline-1), récepteur des membres de la famille des semaphorines
qui agit egalement en tant que co-récepteur du VEGF (Dzionek et al. 2002).

Chez la souris, les pDC se différencient des mDC par ’absence de CD11b et une
expression plus faible du CD11c et des molecules de CMH-II. Par ailleurs, ces cellules
expriment fortement les marqueurs B220 (CD45R), Gr-1 (Ly6C) et CD8a (Bjorck 2001;
Asselin-Paturel et al. 2003; Palamara et al. 2004). Des pDC ont également été identifiées chez
le rat. Ces cellules expriment les molécules de CMH-11 mais pas de CD11b et CD11c. A la
différence des cDC, les pDC du rat n’expriment pas 1’intégrine CD103 (Hubert et al. 2004).

Les pDC sont retrouvées dans le sang et les OLS et peuvent migrer dans les tissus en
conditions inflammatoires. Les pDC du sang expriment la L-selectine CD62L (Cella et al.
1999) qui les guide du sang vers les zones T des OLS, a travers les HEV. Par ailleurs, les pDC
expriment le récepteur CXCR3 (Cella et al. 1999), dont les ligands correspondent aux
chemokines inductibles par I’IFNy, CXCL9 et CXCL10. La présence de ce récepteur pourrait,
par conséquent, étre responsable de la migration des pDC vers les ganglions lymphatiques en
conditions inflammatoires. En outre, les pDC expriment les récepteurs de chemokines
inflammatoires, CCR1, CCR2 et CCR5 ainsi que le récepteur CCR7 (Colonna et al. 2004).

3.2.2. Particularités fonctionnelles des pDC

Les pDC sont marquées par un profil d’expression des TLR trés restreint. Ainsi,
comme présenté précédemment, les pDC expriment essentiellement les TLR7 et 9. Ces
cellules sont donc plus particulierement spécialisées dans la reconnaissance des virus.

Les pDC sont moins efficaces que les mDC en ce qui concerne la capture d’antigeénes
(Dalgaard et al. 2005). Par ailleurs, les pDC fraichement isolées sont peu efficaces pour
stimuler les LT et il a été observé, chez ’homme, que les pDC fraiches pouvaient méme
induire une anergie des LT CD4" (Kuwana 2002). Apreés activation par des ligands de TLR ou
I’engagement du CD40, les pDC maturent et leur potentiel de présentation antigénique
augmente, de méme que I’expression de leurs molécules de co-stimulation (Grouard et al.
1997; Asselin-Paturel et al. 2003). Cependant, les pDC restent moins efficaces que les mDC

pour ce qui est de la présentation antigénique. En effet, elles ont une moindre capacité de
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capture antigénique (Grouard et al. 1997) associée a une moindre efficacité de 1’apprétement
sur les molécules de CMH. Enfin, malgré une augmentation de I’expression des molécules de
co-stimulation au cours du processus de maturation, ces derniéres restent en plus faible
quantité, comparativement aux mDC (Grouard et al. 1997; Asselin-Paturel et al. 2003).

La caracteéristique essentielle des pDC est leur capacité a produire de grandes quantités
d’IFN de type I, o et 3, apres stimulation, ces cytokines étant particulierement importantes
pour la lutte anti-virale. Cette capacité est retrouvée a la fois chez I’homme, la souris et le rat.
Du fait de cette importante production d’TFN de type I, les pDC amplifient la cytotoxicité des
cellules NK et des LT CD8" (Dalod et al. 2003; Krug et al. 2004). En outre, les pDC
pourraient produire de I’IL-12, bien que cette fonction reste controversée. L’IL-12 associée
aux IFN de type I conduit & la sécrétion d’IFNy par les cellules NK, les LT CD8" et CD4", et
participent ainsi a I’élimination des pathogénes intracellulaires. Ainsi, du fait de leur profil
cytokinique les pDC induisent une polarisation Thl (Cella et al. 2000; Kadowaki et al. 2000).
Ces cellules ont montré, néanmoins, qu’elles présentaient une grande plasticité. En culture
avec de I'IL-3 et du CD40L, les pDC ne produisent pas d’IFN de type I et induisent une
différenciation Th2 (Kadowaki et al. 2000; Ito et al. 2004). En outre, les pDC produisent
¢galement de I’IL-6, qui, en association avec I’'IFN, participe a la différenciation des LB en
plasmocytes (Jego et al. 2003; Poeck et al. 2004). Les IFN de type | participent aussi a
I’activation des DC elles-mémes en induisant leur maturation (Luft et al. 1998). Les pDC
sécrétent également des cytokines pro-inflammatoires telles que ’'IL-6, I’'TL-8, le TNFa ou
MIP1a, qui participeront au recrutement de leucocytes sur les sites inflammatoires (Penna et
al. 2002). Enfin, plus récemment, il a été observé que les pDC pouvaient étre une source
importante de GrzB et que ces pDC GrzB" ont une effet suppresseur sur la prolifération des

LT, cette sécrétion de GrzB étant favorisée par 1’1L-10 (Jahrsdorfer et al. 2010).
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4. Les cellules dendritiques cytotoxiques

La cytotoxicité cellulaire se définit par 1’action lytique d’une cellule dite effectrice vis-
a-vis d’une cellule cible, conduisant a la mort de cette derniere. Plusieurs types cellulaires
présentent cette capacité de délivrer un signal de mort. C’est le cas par exemple des cellules
NK, des LT cytotoxiques (CTL), des macrophages ou encore des DC.

La mort cellulaire est un phénomeéne essentiel qui intervient a de multiples niveaux,
allant de I’élimination des pathogénes au renouvellement cellulaire. Classiquement, les
cellules peuvent subir trois types de mort cellulaire : I’apoptose, ou mort cellulaire
programmée, la nécrose, considérée comme un processus incontrélé de rupture cellulaire, et
I’autophagie, conduisant a la dégradation de molécules dans les lysosomes (Edinger et al.
2004). Les phénomeénes de cytotoxicité cellulaire sont généralement associés a une mort
cellulaire par apoptose.

Il est courant d’opposer apoptose et nécrose. Au cours de la nécrose la perméabilité
membranaire est perturbée provoquant le gonflement de la cellule jusqu’a la rupture de la
membrane plasmique et le déversement du contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire.
Le processus d’apoptose est marqué, quant a lui, par une condensation de la chromatine et du
cytoplasme, la fragmentation du noyau et la formation de protubérances conduisant a la
formation de corps apoptotiques. Ces derniers seront reconnus par les macrophages du fait du
changement de localisation des phosphatidylsérines, alors présentes a la surface externe de la
membrane. Ainsi, contrairement aux cellules nécrotiques, la membrane plasmique des cellules
en apoptose n’est jamais altérée au cours du processus, évitant le relargage du contenu
cellulaire et les dommages infligés aux tissus alentours (Savill 1998). A I’opposé de
I’apoptose, la nécrose est donc considérée comme un processus incontrolé. Néanmoins, elle
pourrait également représenter 1’aboutissement d’une suite d’événements contrdlés tels
qu’une dysfonction mitochondriale, et correspondre, par conséquent, a un état d’avancement
important de D’apoptose (Golstein et al. 2007). Par ailleurs, une mort cellulaire
morphologiquement semblable a la nécrose mais régulée a été identifiée sous le terme de
nécroptose (Degterev et al. 2005; Dunai et al. 2011). La perte de I’intégrité de la membrane
plasmique, I’augmentation du volume cellulaire et le gonflement des organelles rapproche ce
phénomeéne de la nécrose. Néanmoins, contrairement a cette derniére, la nécroptose est un
processus progamme, casapse indépendant, faisant intervenir, les récepteurs de mort, des

facteurs classiquement impliqués dans I’induction des phénomeénes d’apoptose.
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La phagoptose, encore appelée phagocytose primaire, est une autre morte cellulaire,
reconnue plus récemment. Elle correspond a la phagocytose de cellules viables conduisant a
leur destruction, suite a I’expostion de signaux, comme des phosphatidylsérines, a leur surface
induisant leur phagocytose (Brown et al. 2012). Cette mort cellulaire pourrait survenir suite a
un stress cellulaire. Une forme de cannibalisme cellulaire a également été décrite sous le
terme d’entose dans les tissus cancéreux. Contrairement au processus d’internalisation par les
cellules phagocytaires, 1’entose se caractérise par la présence d’une cellule vivante au sein
d’une cellule hote qui n’est pas une cellule phagocytaire professionnelle (Overholtzer et al.
2007). La cellule internalisée est ensuite digérée par les lysosomes de la cellules hote.

Outre I’'importance de I’apoptose dans la lutte contre les infections, les néoplasies ou
encore les syndromes d’ischémies, ce processus est indispensable pour le maintien de
I’homéostasie cellulaire et participe, entre autre, a ’embryogénése et a la mise en place de
fonctions biologiques telles que le systeme immunitaire par la délétion des LT auto-réactifs
dans le thymus (Nagata 1997).

Afin que ce processus de mort cellulaire puisse étre enclenché et reste contrdlé

différentes cascades de signalisation sont mises en jeu.

4.1. L’apoptose, un mécanisme complexe

La compréhension des mécanismes d’apoptose au niveau moléculaire a été rendue
possible par les travaux menés sur le nématode Caenorhabitis elegans. Ainsi, la sélection par
mutagéneése de larves présentant des défauts d’élimination des cellules au cours du
développement a permis 1’identification de 11 genes impliqués dans la régulation de la mort
cellulaire programmeée chez C. elegans (Hengartner et al. 1994).

Plusieurs voies de signalisation peuvent étre mises en jeu au cours de 1’apoptose mais

la plupart des mécanismes passeront par 1’activation des caspases (Hengartner 2000).

4.1.1. La voie extrinseque ou voie des récepteurs de mort

Cette voie est initiée par la liaison d’un ligand de mort a son récepteur. (Fig.10)
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4.1.1.1. Ligands et récepteurs de mort

Les ligands de mort correspondent a des glycoprotéines de type Il appartenant a la
superfamille des tumor necrosis factor (TNF), les plus connus étant le TNFa., Fas-L et TRAIL.
Ce sont des protéines transmembranaires, voire solubles pour certaines, qui s’homotrimérisent
et se lient, ainsi, a trois molécules réceptrices (Eck et al. 1989; Hymowitz et al. 1999).

Les récepteurs de mort sont des protéines transmembranaires de type | appartenant a la
superfamille des récepteurs au TNF (TNF-R) (Ashkenazi et al. 1998). Ils sont caractérises par
la présence de domaines extracellulaires riches en cystéine impliqués dans la liaison au ligand
(Armitage 1994) et d’un domaine de mort intracellulaire hautement conservé (DD ou death
domain) qui leur confére la capacité de transduire un signal d’apoptose (Tartaglia et al. 1993).
Selon la présence ou non de ce domaine, ces récepteurs se divisent en récepteurs de mort,
comprenant le TNF-R1 (Schall et al. 1990), Fas (CD95/APO-1) (Itoh et al. 1991), TRAIL-R1
(DR4), TRAIL-R2 (DR5) (Sheridan et al. 1997), DR3 (Chinnaiyan et al. 1996) et DR6 (Pan
et al. 1998), et en récepteurs leurres, incluant DcR1, DcR2, DcR3 et 1’osteoprotégérine
(Emery et al. 1998). Les récepteurs leurres ne possédant pas de DD, sont incapables de
transmettre un signal de mort mais peuvent rentrer en compétition avec les membres du

premier groupe.

4.1.1.2. Mécanismes de transmission du signal d’apoptose

La fixation du ligand de mort a son récepteur entraine la trimérisation de ce dernier,
conduisant a un rapprochement des DD et au recrutement de la protéine adaptatrice FADD
(Fas-associated death domain) (Chinnaiyan et al. 1996), directement ou indirectement, apres
fixation de TRADD (TNF-R associated death domain) pour le TNF-R1 (Hsu et al. 1995). Ces
protéines adaptatrices sont caractérisées par la présence de domaines effecteurs de mort
(DED) qui participent au recrutement des caspases activatrices 8 et 10. Cet ensemble de
protéines forme le DISC (death-inducing signalling complex) (Kischkel et al. 1995; Seol et al.
2001) qui conduit a I’activation de caspases effectrices telles que la caspase 3.

Il existe, en fait, deux voies de transduction du signal, dépendantes du type cellulaire
(Scaffidi et al. 1999). Dans les cellules de type I, comme les thymocytes, une grande quantité
de caspase 8 est activée, permettant a la cascade des caspases effectrices d’induire I’apoptose.

Dans les cellules de type 1, telles que les hépatocytes, la caspase 8 étant activée en moindre
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quantité, une amplification par la voie mitochondriale via le clivage d’une protéine BH3-only
appartenant a la famille Bcl2, la protéine Bid (BH3-interacting DD agonist), est nécessaire
pour conduire a la mort de la cellule. Une fois clivée, la protéine tBid peut activer les
membres de la famille Bcl2, Bax et Bak, induisant le déclenchement de la voie
mitochondriale (Li et al. 1998; Luo et al. 1998; Yin 2000).

4.1.1.3. Régulation de la voie extrinseque

La voie extrinséque est régulée a différents niveaux. Les récepteurs leurres peuvent,
tout d’abord, rentrer en compétition avec les récepteurs de mort. La molécule cFLIP (FLICE-
inhibitory protein), du fait d’'une homologie de structure avec la caspase 8, peut, par ailleurs,
inhiber la cascade des caspases avec son domaine pseudo-caspase inactif (Irmler et al. 1997).
Concernant le TNF-R1, la protéine TRADD peut également interagir avec la protéine RIP
(receptor-interacting protein 1), une sérine/thréonine kinase qui peut induire, selon les
circonstances, 1’apoptose ou I’activation du NF-xB (Hsu et al. 1996). Enfin, les protéines de
choc thermique (Hsp) peuvent intervenir (Takayama et al. 2003). L’Hsp70 peut, ainsi,
affecter la voie dépendante de Bid (Mosser et al. 2000) et I’Hsp90 peut interagir avec la

protéine RIP et intervenir dans la signalisation par le NF-kB (Lewis et al. 2000).

4.1.2. Lavoie intrinseque ou voie mitochondriale

L’acteur principal de cette voie d’apoptose est la mitochondrie. (Fig.10)

4.1.2.1. Déclenchement de la voie intrinséque

Ce processus d’apoptose peut étre déclenché par des facteurs environnementaux
touchant a I’intégrité de la cellule (UV, choc osmotique, privation en facteur de croissance...),
ou par des évenements provenant de la cellule elle-méme (activation d’oncogénes, dommages
de ’ADN, perturbations du cytosquelette...).

Ces évenements conduisent a 1’altération de la perméabilité de la membrane
mitochondriale et a I’ouverture des mégacanaux mitochondriaux PTPC (mitochondrial

permeability transition pores) localisés au niveau de I’interaction des membranes interne et
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externe de la mitochondrie. Ces canaux PTPC sont des complexes multiprotéiques
comprenant, entre autre, le canal anionique voltage-dépendant (VDAC) impliqué dans
I’échange ATP/ADP entre la matrice mitochondriale et le cytoplasme. L’ouverture de ces
canaux induit la dissipation du potentiel transmembranaire mitochondrial (A¥m) et la rupture
de ’homéostasie ionique et osmotique de la mitochondrie, entrainant le gonflement de la
matrice mitochondriale, la rupture de la membrane externe et la production accrue de réactifs
oxygénés (ROS) (Kroemer et al. 1997; Debatin et al. 2002). Des facteurs pro-apoptotiques
initialement contenus dans 1’espace intermembranaire mitochondrial sont alors libérés dans le

cytosol, activant une cascade d’éveénements conduisant a la mort de la cellule (Wang 2001).

4.1.2.2. Libération de facteurs pro-apoptotiques

Le cytochrome c fait partie des facteurs relargués lors de I’activation de la voie
intrinséque. Une fois dans le cytoplasme, il peut interagir avec 1’apoptosis protease activating
factor-1 (Apaf-1), conduisant au changement conformationnel de ce dernier qui peut alors se
lier a ’ATP/dATP pour former 1’apoptosome. L’agrégation de plusieurs molécules de pro-
caspase 9 au niveau de 1’apoptosome permet leur activation puis celle de la procaspase 3 et
I’initiation de la cascade des caspases effectrices (Li et al. 1997; Saleh et al. 1999).

Deux autres facteurs pro-apoptotiques sont libérés et conduisent, quant a eux, a une
apoptose indépendante des caspases : 1’apoptosis inducing factor (AIF) et I’endonucléase G
(EndoG). Une fois libérées ces protéines sont transloquées au niveau du noyau. L’AIF est
impliqué dans la condensation de la chromatine et dans I’apparition de fragments de
chromatine de haut poids moléculaire (Susin et al. 1996). L’EndoG participe, quant a elle, a la
fragmentation de I’ADN (Li et al. 2001). Enfin, deux autres facteurs sont libérés: Smac
(second mitochondrial-derived activator of caspases)/DIABLO (direct inhibitor of apoptosis-

binding protein) et Omi/HTRAZ2 (high-temperature-requirement protein A2) (Martins 2002).

4.1.2.3. Famille Bcl2 : régulateur essentiel de la voie intrinseque

La voie intrinséque est principalement régulée par les protéines de la famille Bcl-2 qui
permettent d’augmenter ou de diminuer la perméabilit¢ de la membrane mitochondriale
(Kroemer et al. 1997; Chao et al. 1998). Les membres de la famille Bcl-2 sont caracterisés par

la présence de domaines d’homologie conservés, appelés domaines BH (Bcl-2 homology
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domain). lls sont séparés en facteurs anti-apoptotiques, constitués de la famille Bcl2-like (Bcl-
2, Bel-xL...), et en facteurs pro-apoptotiques comprenant la famille Bax-like (Bax, Bak...) et
la famille des protéines BH3-only ne possédant que le domaine BH3 (Bid, Bad, Bim...).

Une caractéristique importante des membres de la famille Bcl-2 est leur capacité a
former des homo- ou des hétérodimeres. Les membres pro-apoptotiques Bax-like peuvent
interagir avec les facteurs anti-apoptotiques Bcl2-like. Il semble que la balance entre la vie et
la mort cellulaire soit influencée par le type et la proportion de diméres anti- ou pro-
apoptotiques formés (Yin et al. 1994; Yang et al. 1996; Simonen et al. 1997). Ainsi, lorsque
les membres Bax-like sont préférentiecllement exprimés ils s’homodimérisent et forment des
pores dans la membrane mitochondriale, entrainant sa perméabilisation (Gross et al. 1998).
En revanche, si les membres Bcl2-like sont majoritaires il y a formation de dimeéres anti-
apoptotiques et interaction des protéines Bcl2-like avec les membres Bax-like, empéchant la
formation d’oligoméres Bax-like et, par voie de conséquence, survie de la cellule. Les
membres BH3-only jouent un rdle central dans I’initiation de la voie mitochondriale en
formant des dimeres avec les membres anti-apoptotiques, réduisant la capacité de ceux-ci a
s’oligomériser, et en favorisant, en méme temps, la constitution de dimeres pro-apoptotiques

(Sattler et al. 1997).
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Figure 10 : Les deux principales voies d'apoptose, intrinséque et extrinséque (Hengartner 2000)
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4.1.2.4. Les autres regulateurs de la voie intrinséque

Les Hsp sont capables de réguler la voie intrinséque. Ainsi, I’Hsp27 peut inhiber la
formation de ’apoptosome en se liant au cytochrome ¢ et en empéchant la fixation de ce
dernier a Apaf-1 (Garrido et al. 1999; Bruey et al. 2000). De méme, I’Hsp70 peut inhiber la
voie mitochondriale en interagissant avec Apaf-1 (Beere et al. 2000; Saleh et al. 2000) ou
avec I’AIF (Takayama et al. 2003).

Les protéines inhibitrices d’apoptose (IAP) agissent, quant a elles, en se liant et en
inhibant les caspases grace a leur domaine BIR (Deveraux et al. 1999). Ces protéines sont en
retour inhibées par les facteurs Smac/DIABLO libérés au cours de la voie mitochondriale, qui
entrent en compétition avec les IAP dans leur liaison aux caspases (Du et al. 2000).

Enfin, le Ca®*, en s’accumulant dans la mitochondrie, permet ’augmentation de la
production de ROS et I’ouverture des pores PTPC. Le potentiel A¥Ym va alors s’abaisser,
conduisant & la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et & la libération des

facteurs pro-apoptotiques (Brookes et al. 2004; Petrosillo et al. 2004).

4.1.3. Le mécanisme granzymes / perforine

Cette voie intervient dans les phénomeénes de cytotoxicité et fait intervenir les
granzymes et la perforine présents dans les granules cytotoxiques des CTL et des cellules NK
(Lieberman 2003). Elle est impliquée plus particuliérement dans 1’élimination des cellules

infectées par les pathogeénes intracellulaires et la protection anti-tumorale (Kagi et al. 1994).

4.1.3.1. Les granules cytotoxiques

Les granules cytotoxiques sont des lysosomes sécréteurs présents dans les cellules
cytotoxiques. lls renferment la perforine, les granzymes et la granulysine (Smyth et al. 2001).

Les granzymes (Grz) sont des sérines protéases comprenant dix membres (Grz A, B, C,
D, E, F, G, H, Ket M), le GrzB étant le plus important. Ils sont inactivés dans les granules du
fait du pH acide et doivent subir un clivage par la cathepsine C pour étre activés. La perforine
est une protéine hydrophile contenue dans les granules sous forme de monomeére inactif.

Suite a la reconnaissance de la cellule cible par la cellule effectrice, les granules

cytotoxiques migrent vers la synapse immunologique et liberent leur contenu.
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4.1.3.2. RoOles de la perforine et des granzymes

Une fois libérée la perforine s’homopolymérise de fagon dépendante du Ca* pour
former des pores dans la membrane de la cellule cible. Ces pores servent a I’entrée des Grz et
de la granulysine et conduisent a des échanges ioniques causant un déséquilibre osmotique de
la cellule (Liu et al. 1995). Il semble que les Grz puissent également pénétrer dans la cellule
cible sans intervention de la perforine. Ainsi, il a été montré que le Grz B pouvait plus
simplement étre endocyté. La présence de perforine resterait, néanmoins, essentielle pour
conduire a I’apoptose (Froelich et al. 1996; Shi et al. 1997; Pinkoski et al. 1998).

Une fois dans le cytosol le Grz B peut conduire a la mort de la cellule en agissant a
différents niveaux. Tout d’abord, il peut activer directement les procaspases, comme la
procaspase 3, par clivage au niveau des résidus aspartates, conduisant a I’enclenchement de la
cascade des caspases. Il peut également cliver directement des substrats des caspases telle que
I’enzyme CAD qui participe a la dégradation de I’ADN. Enfin, il peut activer la voie
mitochondriale via le clivage de la protéine Bid ou I’induction de dommages au niveau de la

membrane mitochondriale (Heibein et al. 2000; Pinkoski et al. 2000). (Fig.11)
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Figure 11: Mécanismes de mort cellulaire induits par la Granzyme B (Lieberman 2003)
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Le Grz A participe également a la rupture de la membrane mitochondriale et a la
production de ROS. Il active, par ailleurs, une endonucléase, la GAAD (GrzA-activated
Dnase), en clivant le complexe SET, associé au RE, qui inhibe cette enzyme (Lieberman
2003). Enfin, la granulysine participe a I’induction de dommages membranaires, en particulier

mitochondriaux, conduisant au relargage de facteurs pro-apoptotiques (Kaspar et al. 2001).

4.1.4. Lavoie lysosomiale

Cette voie d’apoptose se caractérise par la rupture de la membrane des lysosomes et la
libération de cathepsines dans le cytosol. Les cathepsines sont des protéases lysosomiales.
Onze membres sont retrouvés chez I’homme dont les plus abondants sont les cathepsines B, C
et D (Turk et al. 2002).

La perméabilisation des lysosomes semble étre liée a ’accumulation de sphingosine
(Kagedal et al. 2001) et a la déstabilisation des lysosomes par les ROS (Antunes et al. 2001).

Une fois libérées, les enzymes lysosomiales peuvent induire le clivage de substrats
cellulaires, soit directement soit en association avec les caspases (Leist et al. 2001). Elles
activent, par ailleurs, la voie mitochondriale en contribuant a la perméabilisation de la

membrane externe mitochondriale, probablement par le clivage de Bid (Cirman et al. 2004).

4.1.5. Phase effectrice et issue de ’apoptose

Les voies d’initiation de la mort cellulaire conduisent, pour la plupart, a 1’activation

des caspases qui apparait comme le point de non-retour du processus apoptotique.

4.1.5.1. Les caspases, acteurs clé de ’apoptose

Les caspases correspondent a une famille de cystéine protéases (cysteinyl aspartate-
specific proteinase). 14 membres ont été identifiés a ce jour dont 7 vont jouer un role
important dans 1’apoptose (Shi 2002). 11 caspases ont été identifiées chez ’homme.

Ces protéases sont initialement retrouvées sous forme de procaspases inactives ou
zymogenes. Elles sont alors composées de trois domaines distincts sépares par des résidus

aspartates : un prodomaine N-terminal, une grande sous-unite portant le site actif et une petite
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sous-unité. Deux clivages protéolytiques, au niveau des résidus aspartates, sont nécessaires a
leur activation et séparent les trois domaines. Ce clivage est suivi par 1’association de deux
grandes sous-unités et de deux petites sous-unités, la forme active correspondant a un
tétrameére a deux sites actifs (Alnemri 1997).

Les caspases sont divisées en deux familles : les caspases initiatrices, 2, 8, 9 et 10, qui
ont la capacité de s’autoactiver et les caspases effectrices, 3, 6 et 7, qui sont clivées par les
caspases initiatrices (Riedl et al. 2004). Ces derniéres contiennent des séquences spécifiques
d’interaction tel que le domaine CARD (caspase recrutement domain) ou le domaine DED.
Ces domaines permettent aux procaspases d’étre recrutées par des protéines adaptatrices lors
des voies d’initiation de I’apoptose, conduisant a leur oligomérisation et leur activation par
autocatalyse (Kumar 1999). Une fois les caspases initiatrices activées, elles clivent et activent

les caspases effectrices dans une réaction en cascade qui amplifie le signal.

4.1.5.2. Role des caspases dans ’apoptose

Le role des caspases est principalement exécutif. Elles clivent divers substrats
protéiques jouant un rdle dans les fonctions cellulaires normales (protéines de cytosquelette,
protéines nucléaires, enzymes de réparation de I’ADN...).

On peut ainsi citer leur role dans le clivage d’ICAD en CAD (caspase-activated DNase)
(Enari et al. 1998), enzyme qui participe a la fragmentation de I’ADN, 1’activation de la p21-
activated kinase-2 (Rudel et al. 1997), intervenant dans la formation des renflements
membranaires, ou encore I’inactivation de 1’enzyme PARP (poly-ADP-ribose polymérase)
impliquée dans la réparation de I’ADN. Ces différentes activations enzymatiques ont pour
conséquence la condensation de la chromatine et la fragmentation de I’ADN, la formation de
corps apoptotiques et I’exposition de phosphatidylsérines a la surface de la cellule, autant de

changements qui sont caractéristiques de 1’apoptose.

4.1.5.3. La mort cellulaire indépendante des caspases

L’utilisation d’inhibiteurs des caspases tels que le Zvad fmk, a permis de montrer que
les cellules pouvaient également entrer en apoptose par des mécanismes caspases
indépendants (Chipuk et al. 2005). La necroptose est un mécanisme qui survient lorsque la

voie des caspases est compromise (Degterev et al. 2005; Dunai et al. 2011)
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Le TNF peut ainsi induire une dégénérescence de la membrane mitochondriale via la
production de ROS (Schulze-Osthoff et al. 1992). La protéine RIP (receptor interacting
protein) semble également impliquée dans I’induction de la mort cellulaire indépendante des
caspases déclenchée par Fas, les cellules Jurkat déficientes en RIP n’étant plus sensibles a la
mort indépendante des caspases (Holler et al. 2000). Concernant la voie mitochondriale, si la
voie des caspases ne peut pas étre activée les processus de mort sont assurés par les facteurs
mitochondriaux AIF et EndoG qui induisent la condensation de la chromatine et la
fragmentation de I’ADN (Chipuk et al. 2005).

4.2. Les principales cellules cytotoxiques

La cytotoxicité cellulaire correspond a 1’induction de la mort d’une cellule cible par
une cellule effectrice. De nombreuses cellules peuvent développer cette capacité. C’est le cas
des cellules NK, qui interviennent dés les premiers instants d’une infection, ou encore des
CTL, qui participent, pour leur part, a I’immunité adaptative.

Ces cellules agissent en déclenchant 1’apoptose de la cellule cible via la mise en jeu de

la voie des récepteurs de mort ou du systeme perforine / granzymes.

4.2.1. Les cellules Natural Killer

Les cellules NK sont des grands lymphocytes granuleux qui agissent parmi les
premiers acteurs de la réponse immune via la cytotoxicité et la sécrétion de cytokines
(Trinchieri 1989).

Chez I’homme, les cellules NK représentent 5 a 15% des lymphocytes du sang
périphérique et sont caractérisées par un phénotype CD16"CD56"CD3™ (Lanier 2000).

4.2.1.1. Fonctions des cellules NK

La principale fonction effectrice des cellules NK est la cytotoxicité cellulaire vis-a-vis
de cellules tumorales ou infectées. Les mécanismes mis en jeu passent par I’exocytose de
granules cytotoxiques ou la mise en jeu des ligands de mort, FasL ou TRAIL (Smyth et al.

2005). Par ailleurs, la plupart des cellules NK expriment le CD16, récepteur au fragment Fc
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des 1gG, qui leur confere la capacité de tuer les cellules recouvertes d’anticorps par un
phénomeéne d’ADCC (Antibody-dependant cellular cytotoxicity). Enfin, les cellules NK
interviennent dans la coopération cellulaire et I’orientation de la réponse immunitaire
adaptative par la production de cytokines et chimiokines (IFNy, TNFa) (Lanier 2000).

Selon I’expression des marqueurs CD56 et CD16, deux groupes de cellules NK
peuvent étre différenciés. La population majoritaire, CD56“™CD16™%", contient de nombreux
granules cytotoxiques et exerce surtout une fonction de cytotoxicité. La population
minoritaire, CD56""CD16%™, contient peu de granules et agit essentiellement sur la

régulation de la réponse immune par la sécrétion de cytokines (Chavez-Galan et al. 2009).

4.2.1.2. Mécanismes de reconnaissance des cellules cibles

L’activation de la fonction cytotoxique des cellules NK est liée au concept du ‘soi
manquant’ qui repose sur le fait que la lyse d’une cellule cible est inversement proportionnelle
a I’expression par celle-ci de molécules de CMH-I (Lanier 2005). (Fig.12)

En effet, les cellules NK possedent des récepteurs aux molécules de classe I. Une
cellule cible qui exprime une molécule de CMH-I peut, ainsi, étre reconnue par un de ces
récepteurs qui délivre alors un signal inhibiteur a la cellule NK. A I’inverse, une cellule ayant
une altération de 1’expression de ces molécules de CMH-I, telle qu’une cellule tumorale ou
une cellule infectée, ne peut étre reconnue par ces récepteurs. Par contre, ces cellules peuvent
sur-exprimer des molécules se liant a des récepteurs activateurs également présents sur les
cellules NK qui, en I’absence de signal inhibiteur conduisent a la lyse de la cellule cible. Les
fonctions NK sont donc étroitement régulées par un ensemble de récepteurs qui permettent de
différencier les cellules normales des cellules tumorales ou infectées (Moretta et al. 2001).

Trois types de récepteurs sont présents a la surface des cellules NK : les KIR (Killer
cell Ig-like receptor), les ILT (lg-like transcript receptor) et les récepteurs de la superfamille
des lectines de type C (Lanier 2005).

Les KIR inhibiteurs se caractérisent par la présence de domaines intra-cytoplasmiques
ITIM (immunoreceptor tyrosin-based inhibition motif) et reconnaissent un large spectre
d’alleéles de CMH 1. Les récepteurs inhibiteurs de la superfamille des lectines de type C
correspondent, quant a eux, a des hétérodimeres associant CD94 et un membre de la famille
NKG2 possedant un motif ITIM (NKG2A et B). lls reconnaissent des molécules de CMH-I
non classiques. Une fois le récepteur engagé, les motifs ITIM sont phosphorylés et recrutent
les protéines SHP-1 et SHP-2 qui inhibent I’activation des cellules NK (Le Drean et al. 1998).
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Figure 12: Principes de reconnaissance des cellules cibles par les cellules NK (Lanier 2005)

Parmi les récepteurs activateurs on trouve des récepteurs appelés NCR (natural
cytotoxicity receptors) dont font partie NKp46, NKp30 (Sivori et al. 1997) et NKp44 (Vitale
et al. 1998). Ces récepteurs ne posseédent pas de domaine ITIM mais ils peuvent s’associer a
des peptides spécialisés dans la transduction de signaux activateurs tels que les protéines DAP
(DNA-activating protein). Ces peptides possedent des domaines ITAM (immunoreceptor
tyrosine based activation motif) leur permettant de recruter des protéines tyrosine kinase a
domaine SH2 telle que Zap70. Par ailleurs, les hétérodiméres CD94/NKG2 formés avec des
membres NKG2 ne possédant pas de motif ITIM, tels que NKG2C, E et D, ont également une
fonction activatrice (Lanier et al. 1998; Wu et al. 1999). NKG2D reconnait les molécules
CMH non classiques MICA/B (MHC class | chain related A et B) ou les protéines ULBP
induites lors de stress ou présentes a la surface des cellules tumorales (Raulet 2003).

C’est la balance entre ces différents récepteurs et la présence de cytokines pro-

inflammatoires qui induit I’activation des cellules NK et leurs fonctions effectrices.

4.2.2. Les lymphocytes T cytotoxiques

Les LT cytotoxiques ou CTL sont essentiellement des LT CD8*. Ces cellules

appartiennent a I’immunité adaptative et font, par conséquent, appel a une reconnaissance
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spécifique des complexes CMH-peptide par le TCR (Moss et al. 1992). Elles sont impliquees
dans la lyse de cellules infectées par des virus et de cellules tumorales.

Comme pour les cellules NK, ’activité cytotoxique des CTL est également régulée par
la présence de récepteurs activateurs et inhibiteurs qui permettront le maintien de la tolérance
au soi (McMahon et al. 2001). Ainsi, les LT CD8" expriment le récepteur activateur de la
famille des lectines de type C, NKG2D. L’interaction de ce récepteur avec son ligand
augmente les réponses cytotoxiques des CTL in vitro (Groh et al. 2001). Par ailleurs,
plusieurs molécules membranaires inhibent les capacités effectrices des CTL. Ainsi, des KIR
inhibiteurs et des recepteurs inhibiteurs de la famille des lectines C sont exprimés sur 5% des
LT, surtout les CD8" (Mingari et al. 1996; McMahon et al. 2001).

Les CTL peuvent exercer leurs fonctions cytotoxiques de différentes maniéres. lls
peuvent agir directement par contact cellulaire via le récepteur Fas ou le systeme perforine /
granzymes. lls peuvent également agir indirectement, aprés relargage de cytokines telles que
I’TFNy et le TNFo. L’IFNy joue sur la présentation de peptides endogenes par les molécules

de CMH-I et sur I’expression de Fas a la surface de la cellule cible.

4.2.3. Les autres cellules cytotoxiques

Les LT y/3, caractérisés par I’expression d’un TCR composé de chaines y et o,
reconnaissent les CMH-I non classiques et les molécules CD1 (Hayday 2000). Ils représentent
2 a 5% des LT circulants et sont majoritairement CD4 CD8", seuls 30% de ces lymphocytes
exprimant le CD8 et 5% le CD4. Ces LT possedent des fonctions cytotoxiques via
I’expression de perforine et de FasL. Ils expriment NKG2D (Groh et al. 1998) et, pour une
partie d’entre eux, les récepteurs inhibiteurs de type KIR et de la famille NKG2 (Fisch et al.
2000). IIs sont impliqués dans les défenses anti-infectieuses et anti-tumorales.

Les lymphocytes NKT représentent une autre population cytotoxique. Ces
lymphocytes partagent certaines caractéristiques avec les cellules NK et sont CD4 CD8™ ou
CD4" avec un phénotype de cellules mémoires. Ils sont peu représentés chez I’homme (0.1 &
0.5% des cellules du sang) et reconnaissent une molécule apparentee au HLA, CD1d, associée
a un ligand glycolipidique spécifique. Outre la production de cytokines, ils exercent des
propriétés cytotoxiques via FasL ou le systéeme perforine/granzymes. lls jouent un role dans la

lutte contre la tuberculose et dans la régulation de la tolérance (Kronenberg et al. 2002).
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Les macrophages présentent aussi une activité tueuse via la cytotoxicité macrophagique
et PTADCC (Klimp et al. 2002). La cytotoxicité fait intervenir des molécules d’adhésion
comme ICAM-1 tandis que I’ADCC met en jeu la reconnaissance par des récepteurs Fc de
cellules recouvertes d’anticorps. Des facteurs cytotoxiques sont libérés comme le TNFa, les
ROS ou I’oxyde nitrique (NO). Ce dernier est synthétisé par une enzyme inductible présente
dans les macrophages, la NO synthase (iNOS) (Kroncke et al. 1995). Il agit, dans les cellules
cibles, en induisant la perte de fer (Henry et al. 1993), la libération de zinc (Kroncke et al.
1994) ainsi que la perte du potentiel membranaire mitochondriale via des perturbations des
canaux ioniques (Richter et al. 1994). Une fois tuée, la cible peut étre phagocytée par les
macrophages qui peuvent présenter les antigenes aux LT, en particulier au niveau des sites
d’inflammation ou I’environnement cytokinique peut favoriser leur expression du CMH et des
molécules de co-stimulation. Néanmoins, les macrophages restent des CPA peu efficaces en
partie du fait d’une faible expression de molécules de CMH-II (Trombetta et al. 2005).

Enfin, les DC peuvent également exercer une activité cytotoxique.

4.3. Les DC cytotoxiques : une forte hétérogenéite

La premi¢re démonstration d’une activité cytotoxique des DC a été publiée en 1996
(Suss et al. 1996). Ces données obtenues chez la souris n’ont, cependant, pas pu étre
reproduites par la suite. Néanmoins, de multiples études ont depuis montré que différentes
populations de DC, que ce soit chez ’homme ou le rongeur, possédaient un potentiel

cytotoxique (Chauvin et al. 2008; Larmonier et al. 2010) (Tab.2).

4.3.1. Les DC cytotoxiques chez le rat

4.3.1.1. Les DC cytotoxiques natives

Les premiéres descriptions de DC cytotoxiques chez le rat ont concerné les DC
spléniques matures (Josien et al. 1997). Il a été montré que ces cellules, apres maturation
spontanée in vitro, étaient capables de tuer les cellules YAC-1, une lignée tumorale, via un
mécanisme Ca®* dépendant, suggérant 1’implication de la perforine et des granzymes.
Phénotypiquement, ces cellules possédaient toutes les caractéristiques de DC et présentaient a

leur surface le marqueur NKR-P1, spécifique des cellules NK.
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Une activité cytotoxique a, par la suite, ét¢ identifiée au sein d’une population
immature de DC spléniques, contrairement aux DC thymiques et des ganglions lymphatiques
(Trinite et al. 2000; Trinite et al. 2005). Cette activité tueuse est spécifique d’une population
de c¢DC de phénotype CD4 CD103""CD11b*CMHII™™*® (Trinite et al. 2000). Ces DC
induisent une apoptose rapide de cellules de diverses lignées tumorales en épargnant les
cellules normales a I’exception des cellules endothéliales. Cette activité cytotoxique est
naturelle puisqu’elle ne requiert aucune stimulation préalable. Le mécanisme mis en jeu n’a
pas été identifié, cependant, il est indépendant du Ca**, de FasL, de TRAIL ou du
TNFa (Trinite et al. 2000), emprunte une voie caspase indépendante et nécessite un contact
cellulaire (Trinite et al. 2005). Cette activité cytotoxique est suivie par une phagocytose
rapide des corps apoptotiques. Une fois matures, ces cellules voient leur capacité de
cytotoxicite et d'endocytose diminuer fortement (Trinite et al. 2005).

Enfin, une autre population de DC CD103" ayant une activité tumoricide médiée par le
TNFa a été identifiée a partir de la rate et des ganglions de rats porteurs de tumeurs (Alli et al.
2004). Ces DC expriment le marqueur NKR-P2, un orthologue de la molécule NKG2D chez

I’homme, qui serait impliqué dans la reconnaissance des cellules cibles.

4.3.1.2. Les DC cytotoxiques genérées in vitro

Des DC dérivées de la moelle osseuse peuvent également présenter une activité
cytotoxique vis a vis de diverses lignées tumorales. Cette activité est augmentée par le LPS ou
I’TFNy, nécessite un contact prolongé entre les DC activées et les cellules cibles et implique
un mécanisme non apoptotique dépendant de la production de NO (Nicolas et al. 2007). Le
récepteur NKG2D pourrait, par ailleurs, étre impliqué dans la reconnaissance de la cellule

cible et I’induction du phénomeéne de cytotoxicité (Srivastava et al. 2007).

4.3.2. Les DC cytotoxiques chez la souris

4.3.2.1. Les DC cytotoxiques natives

La premiere description de DC cytotoxiques chez la souris concernait une population

de DC spléniques conventionnelles CD8" ayant la capacité d’induire une apoptose des LT
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CD4" médiée par Fas (Suss et al. 1996). Néanmoins, I’expression de FasL par cette
population de DC n’a jamais été retrouvée par la suite. Le mécanisme cytotoxique impliquant
I’interaction Fas/FasL a également été observé dans une population de DC langheransiennes
mais avec, dans ce cas, une activation préalable par le CD40L (Shibaki et al. 2001).

Par ailleurs, plusieurs sous-populations de cellules possédant a la fois des
caractéristiques de DC et de cellules NK ont été décrites chez la souris. Ces cellules ont été
appelées NK/DC (Homann et al. 2002), NKDC (Pillarisetty et al. 2005) ou encore IKDC
(IFN-producing killer DC) (Chan et al. 2006; Taieb et al. 2006). Phénotypiquement, ces
cellules se caractérisent par 1’expression de marqueurs de DC, tel que CDl11c, et de cellules
NK, comme NKI1.1 et CD49b, une forte capacité de production d’IFNy et une fonction de
CPA dans certaines conditions de stimulation conduisant & une réponse T efficace. Une fois
activées de facon appropriée, ces cellules exercent une activité cytotoxique médiée par
TRAIL ou le systeme perforine / granzymes contre les cellules tumorales et peuvent présenter
les antigeénes aux LT naifs. Au sein de ces cellules les IKDC ont fait I’objet de la meilleure
caractérisation. Ces cellules sont CD11¢*B220"NK1.1°*CD3 CD19 Gr1 Ly6C . Non activées
elles n’expriment pas de CMH-1I ni de molécules de co-stimulation. Aprés activation des
TLR ou aprés contact avec des cellules tumorales ou infectées, ces cellules se mettent a
exprimer CMH-II, CD40 et CD86 et a produire de grandes quantités d’IFNy, IFNa ou IL-12
(Chan et al. 2006; Taieb et al. 2006). Leur activité cytotoxique est médiée par TRAIL et est
associée a une surexpression de NKG2D. Ce concept de cellules hybrides NK-DC est
cependant sujet a de multiples controverses. En fait, plusieurs éléments tendent a penser que
ces cellules n’appartiendraient pas aux DC mais correspondraient a une sous-population de
cellules NK B220" probablement activées (Blasius et al. 2007; Caminschi et al. 2007;
Vosshenrich et al. 2007), élément sous-tendu par le phénotype NK de ces cellules,
CD3"NKp46" (Vosshenrich et al. 2007).

4.3.2.2. Les DC cytotoxiques générées in vitro

Une activité cytotoxique a également été décrite chez la souris dans des populations de
DC derivées de la moelle osseuse, le plus souvent acquise spontanément au cours de leur
differenciation (Lu et al. 1997; Huang et al. 2005) mais pouvant également étre amplifiée par
la présence de ligand de TLR comme le LPS (Yu et al. 2002). Ainsi, il a été montré que des

DC dérivées de la moelle osseuse chargées avec de ’OVA et activées avec du LPS pouvaient
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conduire a la mort d’hybridomes T spécifiques de ’OVA (Yu et al. 2002). Ainsi, ces cellules
peuvent présenter une activité cytotoxique vis a vis de LT ou de cellules tumorales via FasL
(Lu et al. 1997; Huang et al. 2005) ou TRAIL (Yu et al. 2002). Néanmoins, des études
contradictoires ont montré que cette activité tueuse n’était pas liée aux récepteurs de mort et
ne requérait pas de contact cellulaire mais était partiellement dépendante du NO (Shimamura
et al. 2002). Il a, en outre, été observé que des DC dérivées de la moelle osseuse acquiéraient,
apres activation par des ligands du TLR4, comme le LPS, ou du TLR2 comme le Pam3Cys,
une activité cytotoxique non médiée par les récepteurs de mort mais impliquant les
peroxynitrites, principaux metabolites du NO. Cette activité tueuse nécessitait un contact
cellulaire mais ne faisait pas intervenir le récepteur NKG2D (Fraszczak et al. 2010). Enfin,
une étude plus récente a confirmé I’implication du NO dans les mécanismes de cytotoxicité
des DC derivees de la moelle osseuse, cette activité tueuse étant obtenue apres activation par
des LT Thi, via I’'IFNy (LaCasse et al. 2011).

4.3.3. Les DC cytotoxiques chez I’homme

4.3.3.1. Les DC cytotoxiques natives

Les premi¢res DC cytotoxiques identifiées chez ’homme furent isolées a partir de
thymus de patients infectés par le VIH de type 1 (Beaulieu et al. 1998). Ces cellules, une fois
infectées, étaient incapables d’induire la prolifération de thymocytes et relargaient des agents
cytotoxiques conduisant & la mort de thymocytes CD4" et CD8".

Les DC du sang ont ensuite été décrites comme potentiellement cytotoxiques. Ainsi, il
a été montré que les mDC du sang stimulées par de I’'TFNy ou de I’'TFNa pouvaient exprimer
TRAIL et induire la lyse de lignées tumorales (Fanger et al. 1999). La stimulation par I’IFN
semblait étre la seule efficace, le CD40L, le GM-CSF et le LPS n’induisant pas de potentiel
anti-tumoral chez les mDC. D’autres études ont décrit que les DC immatures du sang
lineage CD4"HLADR" pouvaient également induire I’apoptose de diverses cellules tumorales
sans toucher aux cellules normales, a 1’exception des cellules endothéliales, et cela via un
mécanisme impliquant le TNF, FasL, TRAIL ou la lymphotoxine a1/82 (Janjic et al. 2002;
Lu et al. 2002). Il a par ailleurs été montré, avec des cellules de cancers du sein, que cette
activité anti-tumorale dépendante du TNF était augmentée par le LPS, I'I[FNy ou I’IL-15
(Manna et al. 2002).
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Tableau 2 : Les différentes populations de DC décrites comme ayant une activité cytotoxique

Sous-populations de Mécanismes Mécanismes de . -
. s Cellules cibles Références
DC inducteurs cytotoxicite
DC du rat
DC spléniques CD103" s'\gg;ut:;t:'ezn Perforine granzyme Cellules tumorales Josien et al. 1997
DC spléniques CD4 Aucun Inconnu Cellules tumorales et Trinité et al. 2000
CD103" cellules endothéliales | Trinité et al. 2005
DC spléniques et .
ganglionnaires CD103* NKG2D TNFa Cellules tumorales Alli et al. 2004
BMDC NKG2D NO Tumeur histiocytaire Srivastava et al. 2007
BMDC LPS, IFNy NO Lignées tumorales Nicolas et al. 2007
DC murines
CD8a." spléniques Aucun FasL Lymphocytes T CD4" | Suss et al. 1996
Cellules de Langerhans CD40L Fas-L Lymphocytes T Shibaki et al. 2001
IKDC* Imatinib+IL-2 TRAIL Cellules tumorales Taieb et al. 2006
IKDC* CpG, Listeria Perforine Granzyme Cellules tumorales Chan et al. 2006
NKDC* Aucun Perforine Granzyme Cellules tumorales Pillarisetty et al. 2005
NK/DC* LCMV Inconnu Cellules tumorales Homan et al. 2002
BMDC Maturat[on FasL Cellules tumorales, Luetal 1997
spontanée lymphocytes T
Maturation —
BMDC spontanée FasL et TRAIL Lignées tumorales Huang et al. 2005
BMDC LPS TRAIL Lymphocytes T Yu et al. 2002
BMDC LPS, Pam3Cys Peroxynitrites Cellules tumorales Fraszczak et al. 2010
BMDC Maturat[on NO Cellules tumorales Shimamura et al.
spontanee 2002
BMDC IFNy NO Cellules tumorales LaCasse et al. 2011
DC humaines
mDC du sang CD11c" IFNa, IFNy TRAIL Cellules tumorales Fanger et al. 1999
mDC du sang CD11c* LPS, IFNy, IL15 | TNFa Cellules tumorales Manna et al. 2002
mDC du sang CD11c" 2?&%17';;())(1 Perforine Granzyme Cellules tumorales Stary et al. 2007
DC du sang Lin"CD4"HLA- Aucun TNFa, LT-a1p2, Cellules tumorales et Janjic et al. 2002
DR* FasL, TRAIL cellules endothéliales Lu et al. 2002
pDC du sang Imiquirmod TRAIL Cellules tumorales Stary et al. 2007
(TLR7/8) )
Influenza virus,
pDC du sang CpG, R848 TRAIL Cellules tumorales Chaperot et al. 2007
HIV,
pDC du sang Imiquimod, IEN TRAIL Lymphocytes T Hardy et al. 2007
pDC du sang IFNo TRAIL Cellules tumorales Kalb et al. 2012
MoDC LPS, IFNy TNFo Cellules tumorales Manna et al. 2002
MoDC CD40L TNFo MDA231 Vidalain et al. 2001
MoDC Virus rougeole | o Ay MDA231 Vidalain et al. 2001
ou dsRNA
MoDC IFNB TRAIL Cellules tumorales Liu et al. 2001
Cellules tumorales :
MoDC LPS, IFNy TRAIL hématopoiétiques Shi et al. 2005
MoDC Maturat[on TRAIL Cellules tumorales Ayres et al. 2004
spontanée
MoDC IFN+GM-CSF TRAIL Cellules tumorales Santini et al. 2000
MoDC Maturat[on Inconnu Kera’tlnocytes infectés Hubert et al. 2001
spontanée par ’'HPV
MoDC HIV Récepteurs de mort Lymphocytes T Lichtner et al. 2004
MoDC Maturat[on TNFa, TRAIL, FasL, Cellules tumorales Lu et al. 2002
spontanee LT-alpB2
MoDC LPS Peroxynitrites Cellules tumorales Lakomy et al. 2011
DC dérivées des CD34" IFNB TRAIL Cellules tumorales Shi et al. 2005

*Plusieurs éléments montrent que ces cellules sont, en fait, a rapprocher des cellules NK
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Des études ont egalement mis en évidence que les pDC pouvaient induire la lyse de
cellules tumorales aprés une stimulation par des virus (virus de la rougeole, Influenza virus ou
CMV) et des ligands de TLR7/8 ou TLR9, ces stimulations ayant pour conséquence
I’augmentation de TRAIL a la surface des pDC (Chaperot et al. 2006; Hardy et al. 2007). En
outre, une stimulation par I’'I[FNa seul suffit pour I’acquisition de cette activité cytotoxique
par les pDC, mais les ligands de TLR7/8 et I’'IFNa pourraient étre synergiques (Kalb et al.
2012). Des mécanismes perforine/granzymes pourraient également étre impliques.

En outre, dans I’¢tude de Stary et al. (Stary et al. 2007) il a été observé, chez des
patients souffrant d’un carcinome basocellulaire, que 1’Imiquimod, un agoniste des TLR7/8,
participait au recrutement de pDC et mDC présentant une activité cytotoxique au niveau du
site tumoral. Les pDC infiltrant la tumeur exprimaient TRAIL et les mDC, de la perforine et
du GrzB. Par ailleurs, cette étude montrait qu’au sein des DC dérivées du sang, I’expression
de Grz B était retrouvée constitutivement dans les pDC et les ligands de TLR7/8 induisaient
une expression de perforines et granzymes chez les mDC, alors capables de tuer les cellules
de la lignée tumorale K562 (Stary et al. 2007). A I’inverse, ’activation des pDC par ces
mémes ligands entrainait une réduction de 1’expression de perforine mais, du fait de
I’induction de TRAIL a la surface des pDC, ces ligands leur conféraient une activité

cytotoxique vis a vis de cellules tumorales sensibles & TRAIL (Stary et al. 2007).

4.3.3.2. Les DC cytotoxiques générées in vitro

Une activité cytotoxique a également été identifiée au sein de plusieurs populations de
DC générées in vitro. Des études ont ainsi montré que les MoDC immatures pouvaient
exercer une activité cytotoxique vis a vis de cellules tumorales hématopoiétiques et non
hématopoiétiques (Hubert et al. 2001; Vanderheyde et al. 2001; Janjic et al. 2002; Ayres et al.
2004) et cela sans tuer les cellules normales (Shi et al. 2005), a I’exception des cellules
endothéliales (Janjic et al. 2002). Par ailleurs, la stimulation de ces cellules par I'IFN de type I
(Santini et al. 2000; Liu et al. 2001; Vidalain et al. 2001), le LPS (Manna et al. 2002), du
dsRNA ou différents virus (Vidalain et al. 2000; Vidalain et al. 2001; Lichtner et al. 2004)
permet d’induire ou d’augmenter cette activité cytotoxique, médiée le plus souvent par
TRAIL. Une activité cytotoxique des MoDC stimulées par le CD40L a également été
observée, néanmoins, cette activité ne serait pas liée a I’expression de TRAIL mais dépendrait

d’un mécanisme impliquant le TNFa (Vidalain et al. 2001). L’implication du CD40L dans
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I’activité cytotoxique des DC a, par ailleurs, été observée dans une étude au cours de laquelle
I’activité tumoricide de DC exposées a ’OK432, une préparation lyophilisée de Streptococcus
pyogenes inactivés, était associée a 1’augmentation de 1’expression du CD40L et dépendait de
I’expression de CD40 a la surface des cellules cibles (Hill et al. 2008). En outre, il a éeté
observé que des MoDC générées in vitro par le GM-CSF et I’IFNa exprimaient TRAIL et le
GrzB et étaient capables de tuer les cellules leucémiques K562 (Korthals et al. 2007). Plus
récemment, 1’intervention de peroxynitrites dans ces mécanismes de cytotoxicité des MoDC
activées par le LPS a été observée (Lakomy et al. 2011).

Enfin, il a été montré que les DC dérivées des cellules CD34" pouvaient exprimer
TRAIL aprés stimulation par 'IFNB (Liu et al. 2001). Cette expression de TRAIL a
¢également été observée apres activation par I’IFNy ou le LPS, conférant a ces DC une activité

cytotoxique envers des cellules tumorales hématopoiétiques (Shi et al. 2005).

4.4. RoOles potentiels des DC cytotoxiques

Le r6le des DC cytotoxiques reste a déterminer, cependant plusieurs hypothéses ont

été proposées (Fig.13).

4.4.1. Les DC cytotoxiques dans ’immunité tumorale

Dans la plupart des études les DC cytotoxiques semblent jouer un réle prépondérant
sur les cellules tumorales, impliquant une reconnaissance spécifique de ces derniéres. Les
mécanismes de cette reconnaissance restent a définir. Plusieurs récepteurs pourraient étre
impliqués. NKG2D a, ainsi, été décrit chez les DC du rat (Alli et al. 2004). En outre, il a été
montré dans la méme étude que la stimulation de NKG2D avec un anticorps monoclonal
permettait d’amplifier 1’élimination des cellules tumorales in vitro par les DC et induisait un
retard de la progression tumorale in vivo chez des rats porteurs de tumeurs histiocytaires. A
I’inverse le potentiel cytotoxique des DC était abolit lors du blocage de I’interaction de cette
molécule avec son ligand. Parallelement, des ligands de NKG2D ont été identifiés a la surface
de cellules tumorales, stressées ou infectées (Raulet 2003), leur expression ectopique pouvant
induire un rejet tumoral (Diefenbach et al. 2001). Néanmoins, ce récepteur n’a pas été

retrouve chez les DC humaines, qu’elles soient activées ou non (Stary et al. 2007). Un autre
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récepteur activateur, NKp44, a été retrouvé sur les pDC chez I’homme. Cependant,
I’engagement de ce récepteur ne semble pas impliqué dans D’induction de D’activité
cytotoxique des DC tueuses (Fuchs et al. 2005).

En termes de lutte anti-tumorale, les DC tueuses pourraient participer a 1’élimination
des cellules tumorales. Il a, ainsi, été observée, chez 1’homme, une corrélation entre
I’augmentation du nombre de cellules apoptotiques dans des biopsies de carcinomes
cellulaires basaux traités a 1’'Imiquimod, un agoniste du TLR7, et l’infiltration des ilots
tumoraux par les mDC et pDC (Stary et al. 2007). Bien que le r6le de cette propriéeté
tumoricide des DC in vivo n’ait pu étre formellement identifié, I’activité cytotoxique anti-
tumorale des mDC et pDC stimulées avec les TLR 7/8 a été montrée in vitro. Par ailleurs, une
corrélation positive entre 1’agrégation des DC infiltrant les tumeurs et 1’apoptose de cellules
de cancers pulmonaires a été constatée (Kurabayashi et al. 2004). Chez le rat, il a également
¢été observé, dans un modele de tumeurs générée par I’injection de cellules dérivées d’un
carcinome colique, une diminution de la croissance tumorale suite a I’injection intra-tumorale
de LPS, cet effet étant corrélé a I’induction de ’expression d’iNOS dans les DC CD11c"
infiltrant la tumeur, le NO ayant parallélement ét¢ montré comme impliqué dans 1’activité
tumoricide des DC (Nicolas et al. 2007). Néanmoins, compte tenu de leur rarete, il semble
difficile que ces cellules soient recrutées en nombre suffisant pour conduire a une régression
tumorale.

Cette activité tueuse des DC pourrait, en outre, favoriser la phagocytose du matériel
provenant des cellules tuées. En effet, les DC présentent la capacité de phagocyter
efficacement les fragments de cellules apoptotiques pour les cross-présenter aux LT CD8"
(Albert et al. 1998). Il a été montré, chez le rat, que les DC cytotoxiques phagocytaient tres
rapidement les corps apoptotiques apres induction de la mort cellulaire, suggérant que ces
deux événements seraient étroitement liés (Trinite et al. 2005). Néanmoins, chez ’homme,
plusieurs études ont décrit une activité tueuse chez les DC aprés activation. Cette activité
concernerait alors les DC matures, présentant une plus faible capacité de phagocytose.

Enfin, les DC cytotoxiques peuvent induire la lyse de cellules endothéliales normales
suggérant que les DC puissent détruire des vaisseaux sanguins néoformés dans les tumeurs
lors de la progression tumorale (Janjic et al. 2002).

Le role des DC tueuses dans I’immunité anti-tumorale via la tumoricidie, I’acquisition
de materiaux dérivés des tumeurs et la présentation aux lymphocytes ouvre une nouvelle voie
pour les stratégies d’immunothérapies anticancéreuses. Néanmoins, dans les cancers, les DC

peuvent étre défectueuses dans leur maturation et leur fonction co-stimulatrice (Steinbrink et
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al. 1999; Gabrilovich 2004; Belkaid et al. 2008). Les DC cytotoxiques immatures pourraient
alors tuer les cellules cancéreuses et, en absence de signaux d’activation, présenter ces
antigénes aux LT sans costimulation et sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, conduisant

alors a I’anergie ou la délétion des LT.

4.4.2. Les DC cytotoxiques dans 'immunité anti-infectieuse

Le role des DC tueuses dans I’immunité antivirale est suggéré par I’importance des
signaux liés aux virus dans I’induction des phénoménes de cytotoxicité (Vidalain et al. 2001;
Chaperot et al. 2006; Hardy et al. 2007). Les infections par le virus de la rougeole ou
I’Influenza virus induisent I’expression de TRAIL a la surface des MoDC et des pDC,
déclenchant la mort des cellules cibles (Vidalain et al. 2001; Chaperot et al. 2006). Les DC
cytotoxiques pourraient alors utiliser leur propriété lytique pour, d’une part, éliminer les
cellules infectées et, d’autre part, phagocyter ces cellules pour cross-présenter les antigenes
aux LT CD8" et permettre de développer une réponse CTL. Par ailleurs, la surexpression des
ligands de NKG2D par les cellules infectées (Raulet 2003) associée a I’expression de NKG2D,
montrée chez certaines DC du rat (Alli et al. 2004), appuient I’hypothése d’une participation
de cette fonction lytique des DC dans I'immunité antivirale. De méme, les DC tueuses
pourraient jouer un réle dans la lutte contre les infections bactériennes, des DC ayant été
décrites comme possédant des fonctions lytiques apres stimulation avec des CpG ou LPS
bactériens.

A T’inverse les DC tueuses pourraient exercer leur activité cytotoxique sur les LT et
réduire ainsi leur expansion. Ce phénoméne pourrait permettre de limiter 1’immuno-
pathogénicité mais aussi, pour les pathogeénes, d’échapper a la réponse immune. Plusieurs
études ont montré que les DC pouvaient tuer les cellules T. Ainsi, les DC des ganglions
lymphatiques de souris infectées par de fortes doses d’Influenza virus induisent une apoptose
des LT CD8" (Legge et al. 2005). De la méme fagon, au cours d’infections par le VIH, les DC
thymiques peuvent relarguer des agents cytotoxiques induisant la lyse de LT CD4" et CD8"
(Beaulieu et al. 1996; Beaulieu et al. 1998). Les MoDC et les pDC humaines infectées par le
VIH entrainent également une apoptose de cellules T CD4" (Lichtner et al. 2004; Hardy et al.
2007) et lors d’infections avec le CMV, les DC humaines peuvent provoquer une apoptose de
LT (Raftery et al. 2001). Plus récemment, une étude a montré au cours d’infections par le

VIH-1, que la charge virale était, d’une part, corrélée a I’expression de TRAIL sur les pDC et,
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d’autre part, était associée a une surexpression de TRAIL-R1 sur les LT CD4" activés,
rendant ces derniers sensibles a 1’activité cytotoxique des pDC (Stary et al. 2009). Ainsi, les
virus pourraient exploiter les propriétés lytiques des DC pour dépléter les LT dans les

premiers stades de 1’infection et contourner ainsi le systéme immunitaire.
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Figure 13: Hypotheéses concernant le rdle des DC cytotoxiques (Chauvin et al. 2008)

4.4.3. Les DC cytotoxiques dans la tolérance

Les DC tueuses pourraient, en outre, jouer un role dans 1’induction des phénomenes de
tolérance. Plusieurs etudes ont, ainsi, montré que ces DC pouvaient promouvoir la délétion de
LT (Suss et al. 1996; Aiello et al. 2000; Legge et al. 2005). Les DC thymiques ont été
rapportées comme pouvant produire du NO suite a un contact avec des antigenes du soi et des
allo-antigénes induisant 1’apoptose des thymocytes (Aiello et al. 2000), ce qui suggére un réle
de ces DC dans la tolérance centrale.

Les DC cytotoxiques pourraient ¢galement participer a 1’induction ou au maintien de
la tolérance périphérigue en utilisant leur activité tueuse vis-a-vis de cellules sénescentes dans

les tissus periphériques, capturant ainsi des auto-antigénes. Les DC CD4™ du rat ont, en effet,
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été decrites comme tuant les cellules endotheéliales, suggérant la capacité de cette sous-
population de DC a lyser des cellules normales (Trinite et al. 2005). Par ailleurs, il a été
montré que les DC immatures pouvaient capturer les cellules apoptotiques liées au
renouvellement cellulaire, migrer dans les ganglions lymphatiques drainant et présenter les
antigeénes capturés afin d’induire une tolérance (Steinman et al. 2003). Ainsi, il a été observeé
que des DC, de méme phénotype que les DC tueuses décrites chez le rat (Trinite et al. 2000),
migrant dans la lymphe afférente, transportaient des fragments de cellules apoptotiques

épithéliales vers les zones T (Huang et al. 2000).
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RESULTATS

1. Etude d’une sous-population de DC
cytotoxiques chez le rat

1.1. Introduction et présentation de ’article

Les DC sont des cellules situées a la frontiére entre I’immunité innée et I’immunité
adaptative de part leur role de sentinelles des tissus périphériques, capables de capturer les
antigénes, puis de migrer vers les OLS pour présenter ces antigénes aux lymphocytes et initier
une réponse appropriée.

Depuis une dizaine d’année, une nouvelle fonction de certaines sous-populations de
DC a été mise en évidence. Ces cellules sont douées d’une capacité de cytotoxicité, en
particulier vis a vis de cellules tumorales. Ces DC « tueuses » ont fait 1’objet de multiples
descriptions, la premicre chez le rat par notre équipe, puis chez la souris et ’homme. Notre
équipe a, ainsi, montré, chez le rat, que les DC spléniques de phénotype CMH-II*
CD11b"CD103"CD4" fraichement isolées étaient capables d’induire I’apoptose de cellules
tumorales, sans atteinte des cellules normales, a I’exception des cellules endothéliales (Trinite
et al. 2000). Le mécanisme mis en jeu n’a pas été ¢élucidé, cependant, cette apoptose serait
indépendante du calcium, des récepteurs de mort TRAIL, TNFa et FasL et des caspases.
Cette mort cellulaire est, en outre, accompagnée d’une phagocytose rapide des cellules tuées
par les DC CD4", permettant, ainsi, a ces derniéres de collecter des antigenes (Trinite et al.
2005).

Le role de ces DC cytotoxiques reste encore a déterminer. Néanmoins, la sélectivité de
cette activité vis a vis de cellules tumorales et la capacité de ces DC « tueuses » a phagocyter
les cellules tuées suggérent que ces DC pourraient utiliser ce mécanisme pour capturer des
antigénes tumoraux, les présenter aux LT et induire ainsi une réponse immunitaire spécifique.

L’objectif de 1’étude présentée dans cette partie était de tester cette hypothése, in vivo,

dans un modéle d’ostéosarcome chez le rat.
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Afin d’obtenir un nombre suffisant de DC spléniques CD103"CD4", le nombre de ces
derniéres était augmenté in vivo a 1’aide d’un adénovirus codant pour le FIt3L humain. Ces
cellules ne présentaient pas de marqueurs de cellules NK, notamment Nkp46. Ces DC étaient
ensuite mises en culture une nuit en présence de cellules tumorales correspondant a notre
modéle d’ostéosarcome (OSRGa). Les DC CD4™ étaient capables de tuer les cellules de cette
lignée tumorale puis de les phagocyter. Ces DC étaient ensuite réinjectées par voie sous-
cutanée a des rats porteurs d’ostéosarcome. Un retard de la progression tumorale, voire une
régression, ont ainsi été observés chez les rats vaccinés avec ces DC CD4" préalablement
incubées avec les cellules OSRGa. Cet effet semble antigene spécifique, les animaux ayant
recu des DC CD4™ cultivées en présence de cellules d’une lignée tumorale humaine n’ayant
pas montré de changement dans I’évolution des tumeurs. Par ailleurs, ce phénomeéne semble
impliquer les LT CD8", les animaux déplétés en LT CD8" n’ayant pas présenté de régression
tumorale. Enfin, cette vaccination induirait le développement d’une mémoire immunitaire, les
animaux vaccinés ayant rejeté les tumeurs lors de la réimplantation d’ostéosarcome.

Ces résultats suggérent, par conséquent, que ces DC cytotoxiques pourraient présenter
des antigenes tumoraux in vivo et induire une réponse immune adaptative anti-tumorale,

ouvrant, ainsi, la voie a leur utilisation en immunothérapie anti-cancéreuse.
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Abstract

We have previously reported that a distinct sabset of splenic
CD4” rat dendritic cells (DC) induoces a rapid and caspase-

independent apoptosis-like cell death in a large number of

tumor cells in vitre. The killing activity of these killer DC
(KDC) was restricted to their immatuare state and was
immediately followed by their engulfment of the apoptotic
target cells, suggesting that these KDC counld directly link
innate and adaptive immunity to mmors. Here, we addressed
this guestion using a transplantable model of rat osteo-
sarcoma. First, we showed that rat KDC have an MHC
I'CD103"'CD11b'NKp46~ phenotype and are therefore
distinct from natoral killer cells, which are MHC [ CDLOG
CD11h " NKp46'. KDC nuombers could be specifically and
strongly (up to 10-fold) enhanced by FItSL in vive. The OSRGa
cell line derived from the osteosarcoma tumor was killed and
phagocytosed in vitre by both normal and Flt3L-induced
splenic KIXC. Such tumor antigen-loaded KDC were used to
s.c. vaccinate progressive tnmor-bearing rats. Vaccination
with OSRGa-loaded KDC but not KDC loaded with irrelevant
tumor cells (Jurkat) delayed tumor progression or even
indoced tamor regression. This vaccine effect was not
observed in CDS T cell-depleted animals and protective
against tumor rechallenge. These results suggest that KDC

possess the intrinsic capability not only to kill and then engulf

tumor cells but also to efficiently cross-present umor cell-
derived antigen in vive and subsequently induce an adaptive
antilimor immune response. [Cancer Res 2008:68(22):9433-44)]

Introduction

Dendritic cells (DC) are a rare population of hematopoietic cells
present in all lvmphoid organs as well as in numerous tissues and
non lymphoid organs. The main function of DC is to present
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antigen to T lymphocytes, Unlike other antigen-presenting cells,
DC are capable of inducing primary T-cell responses. As such, DC
play an important role in antitumor immunotherapy (1), raising the
possibility of novel therapeutic strategies for the treatment of
tumor pathologies such as melanoma or prostate adenocarcinoma
(2). Many studies have focused on the administration of autologous
or allogeneic DC generated in vitro and pulsed with fumor antigens
in various forms, including tumor peptide, tumor lysates (3, 4),
apoptotic or necrotic tumor cells (5), exosomes (6], native RNA or
BNA amplified from the tumor, stress proteins (7), or viral vectors
(8). The fusion of osteosarcoma cells to allogeneic bone marrow-
derived DC has also been shown to induce the rejection of tumors
in rats (9.

Recent observations indicate that in addition to their pivotal
mle in the induction of adaptive immune responses, DC or more
precisely, defined subsets of DC, exhibit direct antitumor
cyvtotoxic activity in vitro (reviewed in ref. 10). We have previously
reported that a subset of rat DC (hereafter called killer DC, KDC)
exhibiting a MHC IT" CD4™ CD103"#" CD11b" CD172a” pheno-
type, induces an apoptosis-like cell death in various fumor cells
(11, 12). KDCinduced tumor cell death was independent of
caspases as well as the classic effectors of apoptosis such as
perforin-granzyme, tumor necrosis factor (TNF Jrelated apoptosis
inducing ligand (TRAIL), Fasl, and TNF-c. The killing mechanism
of rat KDC therefore differs from those described for human DC,
which in many cases involved TRAIL {10). Importantly, the killing
of tumor cells by KDC was followed by a specific and rapid
phagocytosis of the target cells (12). Nevertheless, the i vive role
of cytotoxic DC and this particular subset of KDC has not yet
been elucidated. We hypothesized that KDC could use their
cytolvtic activity to capture fumor antizgens for presentation to
T cells, and this vwnusual function of DC could be wsed in
antitumor immunotherapy to elicit 8 tumor-specific cytotoxic T-
cell response. Rare populations of so-called KDC (natural KDC,
NEDC, and IFN-producing KDC, IKDC ) were recently described in
mice (13-15). These populations produce large quantities of IFN-
v upon encounter with tumor cells, probably through NKG2-D-
mediated recognition of tumor antigens (15) However, the
capacity of NKDC or IKDC to phagocyte material from dead
tumor cells and to present tumor antigens in vitre or i vive has
not been shown, and recent data indicate that TKDC are in fact
a subset of natural killer (NK) cells and are unrelated to DC
(16-18). Of note, IKDC expressed NKpdb, which is indeed known
as a NK lineage -specific marker (19].

Here, we showed that rat KDC do not express NKpd6 A rat
osteosarcoma model was used to address the capacity of KDC to
induce a specific immune response to tumor & vivo, First, we show
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Figure 1. Rat KDC are not related to MK cells. A, purified splenic CO1 034 CD4-
DG (KDC) and RMNK1E calls (a rat NK cell ling) wera double stained with MHG 1l
mAb and CD11D or NKp46 (clone WENZ23) mAb and then analyzed by FACS,
Splenic rat MK cells exhibited the same phenotype as RNK16 cells (data not
shown). B, KDC and RNK16 cells were used as effector cells in a 5+h cytotoxic
assay against YAC-1 cells, in the presence or in the absence of EGTA. E/T,
effectorftarget.

that Flt3L specifically expanded KDC in viw. In viiro, normal or
FlidL-induced KDC killed and rapidly phagocyitosed the OSEGa cell
line derived from the osteosarcoma tumor. This direct antigenic
capture pathway enabled the KDC to induce long-lasting CDS
T cell-dependent tumor regression upon vaccination of osteosar-
coma-bearing rats.

Materials and Methods

Animals, Spragee-Dawley (SPD) rats obtained from the Centre dElevage
Juarvier and SPD OFA rats obtained from the Centre d'Elevage Charles River
(IFFA-CREDOQ} were housed under pathogen-free conditions in the
Experimental Therapeutic Unit (Nantes University Medical School) in
accordance with the institutional guidelines of the French Ethical
Committee and under the supervision of authorized investigators, Animals
were used at ages 4 to 10 wk

Reagents, Carboxylluoresoein discetate suecinimidyl ester (CFDUA SE:
CFSE} was purchased from Molecular Probes (Invitrogen) A Dead Cell
removal kit was purchased from Milberyi Biotec,

Adenovirus, An adenovires encoding human FIGL (ADFREL) and the
corresponding control adenovires (Ad1324) were produced as previously

described (200 The titer was 5.8 = 10" infectious particles per milliliver.
AAFIL and ADIE24 were injected Ly, to SPTY OFA rats,

Cell lines. The YAC-1 cell line was obtained from the European
Collection of Cell Coulture. The Jurkat cell line was kindly provided by Dr. L
Anegon (Institut National de la Santé et de lo Recherche Médicale, Unité
U643, Nantes, France). The OSRGa cell line was derived from the
corresponding  osteosarcoma model (21). Nonadberent cell lines were
cultured in complete RPMI and adherent cell lines in complete DIVMEM.

Flow eviometryv. The MHC IFallophycocyanine (APC)Cy7, CDIlb-
PerCP-Cyh.5, CDd-phycoerythrioe (PERCY?, and CD46R-PE monoclonal
antibody (mAb) were purchased from BD Biosciences, R7/3 (TCRaff ), OX12
(Tges ) W3/25 (CD4), and OX62 (CDL03) hybridomas were oblained rom the
European Collection of Cell Culture, and mAb were purified from
supernatants followed by coupling to AlexaFluor 488, FITC, and AlexaFluor
647, respectively, in our laboratory using kits from Molecular Probes. Anti-
rat NEp46 (clone WENZE) mAb (22) was kindly provided by Erik Dissen
[University of Oslo, Osle, Norway) Cells were stained with mAbs in 96-well
plates and were analyzed using a LSR 1T Dow cytometer (BD Biosciences ),
Results were analyeed wsing the FlowJo software (Ashland),

Isolation of DCs, Spleens were chopped into small pieces and digested
in 2 mg/mL collagenase T (Roche Diagnostigue). Low-density cells were
separated on a 145% Nyeodenz gradient (Abeys) as previously described
(12). CD4™ CDI0E" DO (KDC) purification was performed wsing magnetic
beads after CD4 cell depletion. Low-density cells were incubated with W3/
25 mAb at 4°C for 10 min washed, and then incubated with antimouse lgG-
conjugated Dynabeads (Dyoal; Invitrogen) for 20 min followed by magnetic
depletion of positive cells (BD Biosciences), Cells were then washed,
incubated with CDI03-conjugated microbeads ab 4°C for 15 min (Miltenyi
Biotec), and positive selection was performed using an Automacs (Miltenyi
Biotec). Purity was routinely =90%.,

Cyvltotoxie assavs. The cytotoxic activity of DC was mssessed inoa
standard 5-h *'Crrelease assay as previously deseribed (12). Specific release
was caleulated as (experimental release — spontaneous release)/(maximal
spontaneows release) > 1L Results are expressed as mean = 5D
of triplicate wells.

Phagocyiosis, Jurkat cells were stained with CFSE for 2 min al room

release

temperature, centrifiged through a Ficoll gradient to remove dead cells, and
washed twice in PBS. OSRGa cells stably transfected with ¢GFP were
harvested using Trypsin-EDTA. Jurkat cells and OSRGa cells were then
cultured with CD4™ DO for 5 boat an efector) target ratio of 251, Cells were
then harvested and DC owere stained with MHC IFAPC-Cy? mAb and
analyzed by Quorescence-activated cell sorting (FACS). Alternatively, cells
were sorted vsing o FACS ARIA (BD Biosciences ), cytospun onto glass slides,
and the cells were observed by fluorescence microscopy.

Cell sorting. For cell sorting, CDd CDI03" DC were cultured for 5 hin
the presence of OSRGa-GFP+ cells (ratio, 25:1) which were first depleted of
dead cells and cell fragments wsing Annexin Vecoated magnetic beads
[Miltenyi Biotec), Nonadherent cells were then harvested and stained with a
MHC-APC-Cy7 mAb. MHC IT' GFP" cells were then sorted after exclusion of
dead cells and doublets using a FACS Aria (BD Biosciences).

Osteosarcoma model, The ostecsarcoma was initially induced in rats by
a local injection of colloidal radioactive ¥4 0erium (21). The tumor can be
regrafted as deseribed below and maintained q vive for many months, or
fragments can be frosen until rewse, Using a right tibial approach, the
periostum of the diaphysis was opened and resected along a length of
5 mum, leaving underying bome intact. A 10-mm® fragment of osteosarcoma
was placed contiguous to the exposed bone surface without periostum, as
previowsly described (23). The evolution of the tumor is comparable at the
temporal (ratio, 1NN between rats and humans) and physiologic levels to
the development of human osteosarcoma. Lung metastases are observed in
T5% Lo 9% of rats bearing advanced malignant bone tumors,

Vacecination of osteosarcoma-hearing rats with KDC, OFA rats were
injected Lv. with 2.5 = 10" infectious particles of AJFIGL. Spleens of
injected animals were harvested 8§ d laber and CDM™ CDI03" DC were
purified as described previously, DO owere cultured overnight with tumor
cells at a 25:1 ratio in the presence of L5 ng/ml of murine granulocyte

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) to enhance DC survival,
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Nonadherent cells were harvested the next day and DC were separated
from residueal tumor cells by centrifgation on a Nyvcodenz gradient. Four to
five millions DC were then injected into tumor-bearing rats 14 d after tumor
implantation, a time corresponding to the development of a progressive
Lumor with a volume exceeding 1,200 mum. Vaccinalions were performed
s.c. ab different injection points and repeated weekly Tor 3 wh.

For the injection of KDC that had phagocyted OSRGa GFP" cells, KDC
were previously cultured for 5 hin the presence of O5SRGa GFP cells (ratio,
250} first depleted of dead cells, with L5 ng/ml of murine GM-CSF. Cells
were Lhen stained with an MHC TFAPC Cy7 mAb, and MHC II" GFP” cells
were sorted with a 97.5% purity. Tumor-bearing rats were then vaccinated
with 1.7 to 5 # 107 DC. Vaccinations were performed weekly for 3 wk as
previously described

In vive CDS T-cell depletion. Rat received ip. injection of purified OX8
mAb (depleting anti-rat CD8a, mouse IpGl) twice a week at 3 mg'kg for
3wk, starting 2 d before the first DC vaccination

Statistical analvses, For in vive experiments, the ANOVA (Tukey/
Bonferroni) test was used to compare the tumor voleme (guantitative data)
between controls and vaccinated animals. The cumulative rate of overall
survival was caleulated according to the actuarial method, the end point
considered being either the animal death or tumor volume superior to 40,000
mm®, The differences in actuarial survival were determined by the %7 test,

Results

KDC are not related to NK cells. Rat CD4™ CD103" DC (KDC)
were isolated by magnetic selection of CD103" cells after selection
of spleen low density cells and depletion of CD4" cells. CD103 is a
classic and thus far the most specific marker for rat conventional
DC (24) but is not expressed on plasmacytoid DC (25). CD103 has
also been identified on some murine DC (26). The recent
description of IKDC and then the demonstration that these cells
were in fact NK cells [ 16-18) prompted us to show that rat KDC
were not related to NK cells, As shown in Fig, 1, KDC were MHC IT'
CD11b" and NEp46~, whereas the rat NK cell line ENK16 (Fig 14)
as well as splenic NK cells (data not shown) were MHC II" CD11b™
NEp4b'. As we previously showed, KDC were also homogenously
CD103"#" [27), whereas NK cells did not express CD103. Although
both KDC and NK cells could kill various target cells in vifro, the
mechanism of killing of both subsets were different as NK cells use
a Ca”-dependent mechanism, whereas KDC used a Ca®'-
independent mechanism (Fig. 15; ref. 12).

KDC kill and phagocytose osteosarcoma cells, As previously
shown (12), rat CD4~ CDI03" DC (KDC) freshly extracted from the
spleen induced rapid (5 hours) cell death in vitro in tumor target
cells such as murine YAC-1 cells (Fig. 1), human Jurkat cells, or the
rat OSRGa osteosarcoma cell line (Fig. 24). We then assessed
whether KDC could acquire cellular material from killed OSRGa
cells in vitro, as previously shown for YAC-1 cells (12). To this end,
KDC were cocultured for 5 hours with a suspension of live eGFP-
expressing OSRGa cells (OSRGa-GFP') and then recovered for
analysis. For FACS analyses, DC were stained with a MHC II mAb,
and the phagocyvtosis of target cells by KDC was assessed by the
number of double-positive eGFP' MHC 11" cells (Fig. 28). As shown
in Fig, 2B, 20.1% of DC were also eGFP'™, suggesting they had
phagocyvted eGFP-0SRGa cell fragments. CFSE-labeled  Jurkat
cells used as a positive control were also efficiently killed by
KDC (Fig. 2B). To confirm the phagocyiosis of OSRGa cells, the
MHC II" eGFP™ and MHC 11" eGFP" cell populations were sorted
by FACS and analyzed by microscopy and compared with eGFP
0OSRGa cells. (Fig. 2C). Various numbers of small to large GFP*
fragments were detected inside MHC 11" eGFP', but not MHC IT'
eGFP™ cells, suggesting that DC phagocytosed part or whole killed

ftumor cells. This observation excludes simple exchange of
membranes between the target cells and the DC, These results
indicate that in vitro, KDC can kill OSRGa osteosarcoma cells and
then acquire cellular fragments from dead cells.

FItil. expands functional KDXC nonmbers in vive. A major
hurdle in using KDC for ftumor immunotherapy is their low
numbers in vive, FIt3L is a key factor for the generation of DC
in vivo (28, 29), and administration of FIt3L has been shown to
expand DC subsets in both mice (30, 31) and rats (32). We assessed
whether FIt3L increased the number of KDC as well as other
splenic DC subsets in the rat. For this purpose, rats were injected
iv. with 10" infectious particles of an AdFIt3L. The presence of
high levels of hFIt3L was confirmed in AdFIt3-L but not AddL324-
treated rat serum by ELISA with a peak at day 5 (Fig. 3C). The
frequency and absolute numbers of splenic DC subsets were
determined at wvarious intervals by flow cytometry (Fig. 34).
CD103" CD47, CDLO3" CD4', and pDC (33) were analyzed after
mating on MHC ITI" TCR™ Igx~ cells as shown in Fig. 3. In control
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Figure 2 Lysis and phagocytosis of OSRGa cells by CD103*CD4- DC. A, tha
cylotoxic activity of sorted CD103* CD4~ DG against YAC-1 and OSRGa cells
was assessad ina 5-h ¥'Cr release assay at different ratios. B, live OSRGa
cells transfacted with eGFP or Jurkat cells stained with CFSE were culturad
for 5 hin the presence of sorted CD103* CD4~ DC (ET ratio, 25:1). Cells
ware then harvested and DC were stained with a MHC 11FAPC Cy7 antibody.
Phagocytic and nonphagocytic DC were then detemmined after gating on DC.
G, asin B, but DC were FACS-sorted as GFP~ and GFP* cells after staining with
MHC || APC-Cy7. Sored DC and GFP OSRGa cells were then analyzed by
fluorescence microscopy.
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adenovirus-injected animals, the frequency and numbers of each pared with a control adenovirus; Fig. 38). On the other hand, CD103"
DC subset did not change notably compared with unmanipulated CD4" DC were only expanded by 2-fold, whereas the number of
animals. In contrast, AdFIt3L-injected rmats exhibited a dramatic pDC did not change appreciably. The expansion of CD4™ DC peaked
expansion of CD103" CD4™ DC (KDC) at day 7 (up to 10-fold com- at day 7 and diminished radically at day 10, comrelating with the
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Figure 3. In vivo specific expansion of KDC. A, SPD rats were injected Lv. with an AdFIt3L. As a control, rats were injected with a contral empty adenovirus (Add324),
Spleens of Add324-, AdFItAL-treated, or naive animals were harvested at different times and each subset of DC was analyzed by flow cytometry after staining with
TCR and Igs-FITC, MHG 1I-APG-Cy7, CD11b-ParCP-Cy5.5, CD103-Alexafd4?, CD45R-PE, and CD4PE Cy7 maAbs. After gating on MHG I TCR- Ige— cells, calls
ware separated into GD11b~ and * cells. Conventional DG were defined in CO11b* CD45R~ cells as CO103™" CD4- DG (KDC) and CD103°* CD4* DC. pDC
war defined in the CD11b~ gate as CD45R* CD4™™ cells. B, absalute number of sach subset was then determined in the Addi324 and AdFItA-treated animals.
C, the concentration of hFit3-L in the sera of 3 control and hFIt3 adenovirus—injected rats was assessed by ELISA on days 3, 5, 7, and 10. D, two rats received two
different doses of an AdFIt3L. At day 7 after injection, spleens were harvested, CD103* CD4~ DC were sorted, and their cytotoxic activity toward YAC-1 and
OSRGa cells was assessed as in Fig. 2 (left). Sorted CD103* CD4 DG from naive and AdFIt3Ltreated animals were also cultured for 4 h in the prasence of live
OS5RGa-GFP cells and analyzed by FACS as in Fig. 2 (nght).
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decrease in serum FIt3L concentration (Fig. 3C). We next assessed
whether Flit3l-expanded CD103" CD4™ DC still exhibited KDC
properties, Splenic CD103" CD4™ DC were prepared 7 days after
injection of 2 different AdFIt3L doses, Flt3L-expanded CD103" CD4™
DC killed the YAC-1 target cells (Fig. 30, lgfi) as well as Jurkat cells
(data not shown) as efficiently as CD103" CD4™ DC from control
animals, independently of the dose of adenovirus administered. The
OSRGa cdl line was also killed by AdFlt3L-expanded DC in the same
proportion as with control CD4™ DC (Fig. 30 feft), indicating that
the expansion did not influence their fumoricidal properties. In
addition, Flt3l-expanded KDC exhibit similar to higher phagocytic
activity of cellular material from killed OSRGa cells than control KDC
(Fig, 3D, right). Flt3L-expanded KDC displaved the same immature
phenotype as those from naive animals (data not shown). This is
important as we previously showed that both the cvtotoxic and
phagocytic activities of KDC are strongly down-regulated upon
maturation {12). Finally, it is intrigning that in the rat, FIt3L did not
seem to expand pDC in wvive, although it is possible that pDC
expansion would require longer exposure to FIE3L (34).

Antigen-presenting KDC can induce tnmor regression, Next,
using a fumor vaccination model of transplanted osteosarcoma in
the rat, we explored whether this unusnal fumor Ag capture
pathway enables KDC to present tumor Ag in vive. For this purpose,
KDC were purified from the spleens of AdFIE3L-treated SPD OFA
rats and cultured in the presence of OSRGa cells or Jurkat cells as a
control (DC/target ratio, 25:1). Human Jurkat cells were chosen as
negative controls as they are efficiently killed and phagocytosed by
KDC (Fig. 1B) but are likely to be irrelevant for the raf osteosarcoma
maodel. Importantly, target cells were systematically depleted of
dead cells and cell fragments. After overnight coculture, DC were
harvested and separated from the remaining and adherent tumor
cells that had escaped KDC-induced cell death. These tumor
antigen-loaded KDC were used to vaccinate tumor-bearing rats 14
days after implantation of the tumor fragment, which could be
considered as bearing progressive tumors. One group of animals
received DC that had been cocultured with OSRGa cells and another
received DC that had been cultured in the presence of Jurkat cells
(rn = 9 per group). To evaluate spontaneous tumor growth, a control
group of animals was included that received injections of PBS alone.
Osteosarcoma-bearing rats received weekly s injections of 4 to
5 % 10°DC at days 14, 21, and 29 posttumor implantation. The mean
tumor outgrowth was calculated over a period of 27 days until the
first animals died as a result of lung metastasis or were sacrificed
becanse of their tumor volume (Fig. 44). Tumor growth measure-
ment revealed a rapid increase in tumor size, as shown in the
control group, as soon as 15 days posttumor implantation (mean
tumaor volume, 5523 mm®; Fig 44). The mean fumor growth was
strongly and significantly delayed in the group of rats immunized
with OSRGa-cultured KDC compared with the control group (6,523
versus 25.39% mm” at day 27; P = 001 ). In contrast, vaccination with
KDC cultured in the presence of Jurkat cells did not significantly
prevent the increase in tumor size (18,143 versus 25,39 mm® in the
control group; not significant ). Animal survival was also monitored
for =50 days (Fig. 48). Animals vaccinated with KDC-OSRGa
exhibited a higsher survival rate compared with controls (66.7%
versus 222% at day 36 posttumor implantation; P < 0,01), whereas
Jurkat-DC treated animals showed no significant variation com-
pared with control rats (33.3 versus 222 at day 36-49 posttumor
implantation; not significant).

These results suggest that KDC can efficiently present tumor
antizens captured from tumor cells.
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Figure 4. Vaccination with tumar antigen—loaded KDG. A, ostecsarcoma
wmors were implanted in 3 groups of animals (n = 9 per group). At days 15, 21,
and 29 after implantation, rats received s.c. injections of 4 to § = 10% DC with
gither CO4~ DC cultured ovemight in the presence of Ive OSRGa or Jurkat
calls or PBS (cantral). Tumer wolume was assessed twice a week, baginning
3 d after the first vaccination. Tumaor growth was delayed in the group of rats
vaccinated with DC cultured with O5RGa cells. *, P = 0.01. B, survival rate of
animals of the same series. The vaccination with DG that killed and
phagocytosed OSRGa cells increases the survival of ostecsarcoma-bearing
animals. =, P < 0.05 (from day 36 to 51). Arows, time of injections.

To exclude the possibility that the vaccination effect was due to a
passive transfer of fumor cellular antigens, the DC that phagocy-
tosed the OSRGa cells were sorted. KDC were cultured for 4 hours in
the presence of OSRGa GFP' cells (ratio, 25:1 ) that were first depleted
of dead cells and cell fragments using Annexin V-coated magnetic
beads, Next, cells were collected, stained with a MHC-APC Cy7 mab,
and MHC II" GFP" cells were sorfed by FACS after exclusion of
doublets (Fig. 54). Two to 5 % 10° sorted cells were injected s.c. into
osteosarcoma-bearing rats every week for 3 weeks, beginning at
day 14 posttumor transplantation. As a control, a group of animals
received only PBS. As shown in Fig. 58, a significant delay in the
fumor outgrowth was observed in the group of rats vaccinated with
KDC that had previously phagocytosed OSRGa cells compared with
the control group (P = (.01 at day 29; Fig. 58). The fact that the
antitumor effect was less potent than in the previous experiments
could be explained by the lower number of injected cells (10-fold
lower) and a potential difference in the maturation state, as the cells
were injected directly after the 4-hour culture with OSBGa cells,

KDC vaccination-induced tomor regression is CDS T-cell
dependent. To determine whether the vaceination effect induced
by tumor antigen-presenting KDC was indeed related to the
induction of adaptive T-cell response and more specifically a CD8
T-cell response, we compared the vaccination effect in CD8" T cell-
depleted animals versus unmodified recipients. Prolonged CDS&
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T-cell depletion was induced by ip. injection of a mouse anti-rat
CD8a mAb (Fig. 64 ). We previously showed that such a treatment
did not affect NK cells whose 50% express CDSe in the rat (35). As
shown in Fig. 68, 5 of ¥ KDC-vaccinated animals in the CD8 T cell-
depleted group exhibited a progressive tumor and 1 animal died at
day 33 In contrast, in unmodified and vaccinated animals, we
observed | progressive tumor of 7 rats.

Finally, we rechallenged in two independent experiments five
animals from the DC-0SRGa vaccinated group that completely
rejected the fumor with an osteosarcoma tumor on one side and
an irrelevant chondrosarcoma tumor on the other side. No
osteosarcoma  tumor growth was observed in these animals,
whereas chondrosarcoma tumor developed in all rats, suggesting
that vaccination induced a long lasting and specific antitumor
TESPOnse.
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Figure 5. The antitumor effect is not due to a passive transfer of tumor antigens.
A, CD103* CD4~ DC wem sotted from the spleen of AdFR3-L injected rats
and cultured for 4 h with OSRGa-GFP* cealls praviously depleted of dead cells
and cell fragments ata 25:1 ratis. Cells wera stained with MHG [1-APCG-Cy7 mAb
and double-positive cells (phagocytic DC) wera FACS soned. The purity was
routingly 973 (rght). B, ostecsarcoma-bearing rats were vaccinated with 1.7 to
5 x 107 of these FACS-soed DC at days 14, 21, and 29 posttransplantation.
As a contrel, a group of rats received PBS injections. Lines, tumaor volume
progression for each animal, bald lines, the mean for each group. Arrows,
time of injection.

Discussion

The present study provides evidence that rat KDC may efficiently
capture antigen from their victims, at least @ vifro, and then
present tumor antigens to T cells in vive. The fact that vaccination
was inefficient in CD8 T cell-depleted animals indicates that tumor
regression was dependent on the generation of CTL directed
against OSRGa tumor antigens. This would imply that KDC can
efficiently cross-present tumor antigens. Although not tested in this
study, it is possible that cross-presentation in this model is also
CD4-dependent. The possibility that injected KDC could have a
direct cytotoxic activity on tumors can be excluded on the
following grounds: (a) KDC were injected s.c. and were therefore
unlikely to gain access to the tumor; () KDC were injected after
overnight culture, which induces a dramatic down-regulation of
their killing properties (12); and (c) the effect was antigen-specific
as KDC that had been cultured with Jurkat cells did not induce a
significant delay in tumor progression.

The physiologic role of KDC is still unknown and it remains
unclear why some professional APC exhibit cytotoxic activity
(reviewed in ref. 10). Becanse of their low numbers i vive, it seems
unlikely that DC with killing properties play an important direct
role in fumor regression by killing tumor cells. However, tumors
can be heavily infiltrated by various DC subsets and a recent report
in humans showed that after local treatment with a TLRY /8 agonist,
cutaneous carcinomas are infiltrated and surrounded by perforin-
granzyme-expressing CD1 e DC and TRAIL-expressing pDC (36).
Whether tumor regression is directly related to KDC is unknown.
In the mouse, so-called IKDC were recently shown to play a role in
tumor regression in vivo, Indeed, intratumor injection of IKDC
purified from imatinib mesylate+IL2-treated mice into melanoma-
bearing Rag2 ' "IL2Ry~"~ mice led to an impaired tumor
outgrowth (15). However, the APC function of IKDC has not been
fully shown, and in fact, IKDC were recently shown to be a subset
of NK cells that are probably activated and devoid of APC function
[16-18). We believe that the KDC subset we described in rats are
not related to NK cells because: () KDC exhibit a homogeneous
MHCI' CD11b" CD103"" NKp46~ phenotype, whereas NK cells
are MHCII™ CDL1b™ CD103™ NKpd46® (Fig. 1) (b) KDC produce
very little, if any, IFN-y (33) (c) target cells are killed and are
immediately phagoeyted by KDC (12} and (d) upon TLR or CD40L
stimulation, KDC produce large amounts of IL-12, up-regulate
MHCIL CD80, and CD86 molecules, and become potent APC
in vitro (33), whereas strongly down-regulating their tumoricidal
and phagocytic properties (12).

We propose that the tumoricidal properties of KDC would allow
these DC to acquire cellular antigens from apoptotic tumor cells.
Previously, we showed that the acquisition of cellular materials from
target cells by KDC was strictly dependent on their killing by the
same DC in a time-dependent fashion (12). We did not observed
significant fluorescence exchange, either by FACS or confocal
microscopy, between KDC and target cells that were resistant to
their killing activity. However, we cannot formally exclude that, in
the presence of target cells sensitive to KD C-induced cell death, KDC
can also acquire antigens from live cells, a process called nibbling, as
previously shown with human DC (37). Because in vive apoptotic
cells are mpidly cleared by macrophages, a DC population exhibiting
both killing and phagocytosis functions should strongly increase
their intrinsic potential to both phagocytose tumor cells and present
tumor antigens, Our results indicate that rat KDC have the capacity
to phagocytose cell fragments from the target cells they previously
recognized and killed (12), and to present tumor antigens derived
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Figure 6. KDC vaccination-induced tumor regression is CD8* T-cell dependert. For i vivo CD8+ T-cell depletion, rats recelved i.p. injection of purified OX8 mAb
(depleting anti-rat CD8a, mouse 1gG1) twice a week at 3 ma/kg for 3 wk, starting 2 d bafome the first DG vaccination. A, the expression of COBa, CDBR, and CD3 was
analyzed in peripheral blood manonuclear cells from untreated and OXB-treated animals 2 d after the first mAb injection. Filad histogram, isotype contral; ampty
histogram, stained cells. B, csteosarcoma were implanted in two groups of animals, one left untreated and the second that received OX8 injection. At day 15, 21, and 29
after implantation, rats received s.c. injections of 2 to 4 = 107 CD4~ DC cultured overnight in the presence of live OSRGa. Tumor volume was assessed twice a week,

baginning 3 d after the first vaccination.

from this cellular material for inducing antitumor response.
Whether such a phenomenon can occur in wive remains to be
established. However, tolerance could also occur if KDC do not
receive a strong maturation signal, a situation that probably occurs
in vive in tumor beds, In the latter case, tumor antigen presentation
byimmature KDC could favor T-cell tolerance rather than immunity.

Our results suggest that the direct cyvtotoxic activity of KDC
toward tumor cells could be harnessed ex v to develop new
antitumor therapeutic strategies, Although the generalization of
this work is limited by the resistance of certain tumor cell lines
to lysis by KDC in the rat (12), these results constitute an
encouraging approach in the development of new therapeutic
tools for the treatment of primitive bone tumor pathologies.
Osteosarcomas are the most frequent form of primary bone
tumors and develop mainly at a yvoung age. Moreover, despite
recent improvements in chemotherapy and surgery, nonresponse
to chemotherapy remains a problem and current strategies for
the treatment of high-grade osteosarcoma are failing to improve
prognosis. In fact, very few immunotherapeutic strategies have
shown efficacy in the treatment of osteosarcoma (38). Vaccine
with CDBO-transfected osteosarcoma cells was shown to induce
efficient immune response to parental tumors in rats (39). The
same group reported later that in wive adenovirus-mediated
transduction of CDS0 in osteosarcoma cells induced curative

immunity to parental tumors (40). Other preclinical studies have
shown that vaccination of rats with bone marrow-derived DC
electrofused with osteosarcoma cells induced protective immu-
nity in tumor-bearing rats (41) and osteosarcoma-specific CTL
response (41). Wongkajornslip and colleagues showed (42) a
cytotoxic activity exerted by CTL generated in wiro upon
stimulation with antigen-presenting DC toward a human Fwing
sarcoma cell line. However, the injection of osteosarcoma-specific
CTL does not allow the maintenance of the im vivo response
upon a tumor rechallenge. The originality of onr work resides
also in the way of tumor antigen loading of DC. As compared
with DC electrofusion with tumor cells or the loading with
tumor lysates, KDC can directly acquire antigens from unma-
nipulated osteosarcoma cells likely allowing the processing and
presentation of a large number of tumor antigens.

Another therapeutic approach could consist in the direct
infratumoral injection of immature KDC. However, it seems more
difficult to use in clinical studies and additional experiments are
required to determine whether injected KDC acquire tumor
material and migrate to regional lymph nodes. It is moreover
possible that the tumor microenvironnement could inhibit DC-
mediated killing and DC maturation. Alternatively, intratumoral
expression of FIt3L might promote KDC expansion iz vive, but
whether these cells conld then migrate to the tumor remains to be
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established. Again, this approach should be associated to the
delivery of a delaved maturation signal. Therefore, the development
of new immunotherapies such as that described here are of great
interest for the improvement of treatments for osteosarcoma-

bearing patients,
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Résultats 1-Etude d 'une sous-population de DC cytotoxiques chez le rat

1.2. Reésultats complémentaires

L’objectif de ce travail était d’étudier I’effet potentiel des DC cytotoxiques du rat in
vivo en tant que vaccin anti-tumoral dans un modele, chez le rat, de tumeur ostéosarcomateuse
radioinduite par I’injection locale de cérium 144, implantée dans le fémur postérieur des rats,
modele développé au sein du laboratoire INSERM UMR957 (Dominique Heymann). Ce
travail a permis de montrer que les DC cytotoxiques du rat pouvaient, in vitro, capturer des
antigénes provenant de cellules d’une lignée tumorale ostéosarcomateuse (OSRGa) apres les
avoir tuées, puis cross-présenter ces antigenes in vivo et entrainer une régression tumorale

chez des rats porteurs d’ostéosarcome.

1.2.1. La cytotoxicité observée n’est pas liée aux cellules NK

L’effet in vivo des DC cytotoxiques dans des modeles tumoraux a également été étudie
chez la souris (Taieb et al. 2006). Néanmoins, ces DC « tueuses » correspondaient a des
IKDC, une population qui serait en fait apparentée a des cellules NK activées (Blasius et al.
2007; Caminschi et al. 2007). Plusieurs arguments montrent que les DC cytotoxiques CD4~
du rat étudiées par notre équipe n’appartiennent pas aux cellules NK. En effet, ces cellules
présentent le phénotype CMH-11"CD11b*CD103""Nkp46~ qui différe de celui des cellules
NK, CMH-11"CD11b"CD103 Nkp46®. Par ailleurs, elles ont la capacité de phagocyter trés
rapidement les cellules qu’elles ont tuées, de produire de grandes quantités d’IL-12 et de
surexprimer les molécules de CMH-II, CD80 et CD86 aprés stimulation des TLR ou du
CDA40L (Trinite et al. 2005; Hubert et al. 2006).

En outre, nous avons cherché a démontrer que la cytotoxicité observée avec nos DC
« tueuses » n’était pas liée a une contamination par des cellules NK. Nous avons pour cela
ajouté une étape de déplétion avec I’anticorps monoclonal WEN23 (anti-NKp46) a notre
méthode de purification des DC spléniques CD4". Nous avons ensuite réalisé un test de
cytotoxicité au >Cr avec les cellules ainsi obtenues, en paralléle de DC CD4~ purifiées &
I’aide de notre technique habituelle (Fig. 14). Aucune différence n’a été¢ constatée quant aux
pourcentages de cytotoxicité obtenus avec ces deux modes de purification, confirmant

I’absence du role des cellules NK dans la cytotoxicité observée.
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Figure 14 : Test de cytotoxicité aprés déplétion Nkp46 : Test de cytotoxicité au >*Cr aprés 5 heures de culture
de cellules tumorales Yac-1 (lignée obtenue via I’European Collection of Cell Cultures) en présence de DC
spléniques de rat CD103°CD4" fraichement isolées, avec ou sans ajout d’une déplétion avec 1’anticorps
monoclonal WEN23, spécifique de NKp46. Le pourcentage de lyse spécifique est calculé selon la formule
suivante : (relargage de *Cr de la condition testée — relargage spontané) / (relargage maximal — relargage
spontané) x 100. Les résultats représentent des moyennes +/- SD de duplicats.

1.2.2. Phagocytose des cellules cibles par les DC CD4~

Nous avons montré que les DC spléniques CD103"CD4™ avaient la capacité d’induire
I’apoptose des cellules de la lignée tumorale OSRGa puis de phagocyter rapidement les
cellules tuées. Pour réaliser ces tests de cytotoxicité et de phagocytose les cellules cibles
adhérentes sont décollées a I’aide de trypsine, comptées et lavées avant d’étre remises en
culture en présence de DC.

Nous avons cherché a savoir si cette étape de préparation des cellules cibles pouvait
avoir un impact sur I’activité de cytotoxicité et de phagocytose des DC CD4". Pour cela nous
avons ajouté des DC CD4" fraichement isolées sur des cellules OSRGa eGFP en culture
depuis 24 heures, a des ratios cellules effectrices sur cellules cibles de 25/1 et 12/1. Des
photos des cellules ont été prises a 0, 2 et 4 heures d’incubation (Fig. 15B). Nous avons ainsi
observé des plages de lyse dans le tapis cellulaire formé par les OSRGa a 2 et 4 heures. Par
ailleurs, apres 4 heures d’incubation les DC ont été analysées par FACS (Fig. 15A). Au ratio
25/1, 30% des DC CD4~ sont retrouvées GFP*, cette positivité marquant la phagocytose de
fragments de cellules OSRGa eGFP. Ce résultat est semblable aux pourcentages de

phagocytose obtenus avec des cellules cibles trypsinées et lavées préalablement a la co-
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culture avec les DC CD4, suggérant I'absence d'impact de la préparation des cellules cibles

sur le processus de cytotoxicité.

A - . B OSRGa DC CD4 + OSRGa
EI : Ratio R D
25/1
T oh
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Figure 15 : Effet des DC spléniques CD4" sur des cellules OSRGa en culture. Des cellules OSRGa eGFP*
(lignée OSRGa transmise par le Dr F. Redini, INSERM UMR957, Nantes, France) ont été mises en culture 24
heures en plaque 96 puits, a raison de 10 000 cellules par puits. Aprés lavage des puits avec du RPMI, des DC
spléniques CD103"CD4 fraiches ont été ajoutées dans chaque puits a des ratios, effectrices/cibles, de 25/1 et
12/1. Les cellules ont été incubées pendant 4 heures a 37°C. (A) Aprés 4 heures d’incubation les cellules ont été
récupérées, marquées avec I’anticorps OX6-APC-Cy7 (CMH-II) puis analysées par FACS. Les DC ayant
phagocyté les cellules OSRGa eGFP apparaissent OX6"GFP*. (B) Des photos des cellules OSRGa seules ou
OSRGa en culture avec des DC CD4™ ont été prises, a 0, 2 et 4 heures d’incubation, en microscopie a inversion.

1.2.3. Etude des mécanismes de cytotoxicité

Le mécanisme de cytotoxicité mis en jeu lors de la lyse de cellules tumorales par les
DC spléniques CD4 ™ du rat reste non élucidé. Il a précédemment été montré que ces DC CD4~
induisaient une apoptose des cellules cibles par un mécanisme indépendant du calcium, des
caspases, des récepteurs de mort tels que FasL, TNFa ou TRAIL et résistant a la
surexpression de Bcl-2 (Trinite et al. 2005). La cytotoxicité de ces cellules vis a vis d’une
nouvelle lignée tumorale dérivée d’un mésthéliome, développée dans 1’unité INSERM U892,

a mis en évidence de nouvelles données qui complexifient I’analyse des mécanismes de

cytotoxicité. Ainsi, si, comme décrit précédemment, la lyse des cellules de mésothéliome,
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n’est pas inhibée par le Zvad fmk, inhibiteur des caspases (Fig. 16B), la présence d’EGTA
(inhibiteur de Ca®") semble, quant & elle, avoir un impact sur la lyse de ces cellules cibles
(Fig.16A), contrairement au phénomene observé avec les cellules de la lignée Yac-1. Ce

mécanisme de cytotoxicité pourrait, par consequent, varier en fonction de la cellule cible

impliquee.
A DC CD4" + Yac DC CD4" + Mésothéliome 37.5 B DC CD4" + Mésothéliome 37.5
801 151 30+
3 None I None — ;kz/nz S—
=3 a m
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Figure 16 : Etude de I'effet du Ca®* et des caspases sur la cytotoxicité des DC CD4™. (A) Test de cytotoxicité
au >'Cr aprés 5 heures de culture de cellules des lignées Yac-1 (a gauche) et mésothéliome 37 (& droite) avec des
DC spléniques CD4~ fraichement isolées avec ou sans EGTA 2mM. (B) Test de cytotoxicité au >*Cr aprés 5
heures de culture de cellules de mésothéliome 37 avec des DC spléniques CD4~ a un ratio effectrices / cibles de
50/1 en présence de différentes concentrations de Zvad fmk. Les résultats représentent les moyennes +/- SD de
duplicats.

La cytotoxicité des DC CD4" est dirigée essentiellement vis a vis de cellules tumorales,
suggérant un phénomeéne de reconnaissance spécifique. Ce mécanisme impliqué dans la
reconnaissance des cellules cibles et I’induction du phénoméne de cytotoxicité n’est pas
élucidé. Une des hypotheses était 1’intervention du récepteur activateur NKG2D. En effet, une
étude a montré que NKR-P2, un orthologue de NKG2D chez le rat, était retrouvé a la surface
de DC spléniques et ganglionnaires isolées de rats porteurs de tumeurs histiocytaires et que ce
récepteur était impliqué dans I’induction de la lyse de cellules tumorales par les DC, 1’activité
cytotoxique de ces dernieres étant inhibée par 1’ajout d’un anticorps monoclonal bloquant ce
récepteur (Alli et al. 2004). Si les DC décrites dans cette étude different de nos DC
cytotoxiques CD4~ de part leur phénotype OX62+Sirpa+ et leur état mature, il est possible
que ce récepteur activateur soit également impliqué dans le processus de cytotoxicité de nos
DC «tueuses ». En outre, des ligands de NKG2D ont été identifies sur les cellules tumorales,

stressées ou infectées (Raulet 2003).
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Nous avons ainsi pu mettre en évidence la présence de ligands de NKG2D sur la
plupart des cellules sensibles a 1’activité tueuse des DC CD4~ spléniques du rat comme les
lignées Yac-1 ou mésothéliome, contrairement aux cellules résistantes comme les EL-4.
Néanmoins, le profil d’expression de ces ligands par les cellules tumorales ne correspond pas
completement a la lyse par les DC CD4". La présence de ces ligands ne suffit donc pas pour
déterminer la sensibilité des cellules tumorales a 1’action tumoricide des DC CD4 . En effet,
les cellules A20, qui ne sont pas tuées par les DC CD4", possedent également des ligands de
NKG2D a leur surface (Fig.17A). Par ailleurs, les cellules EL-4 transfectées avec Rae-1f3, un
des ligands murins de NKG2D, ne deviennent pas sensibles a la lyse par les DC CD4". A
I’inverse, ces cellules deviennent sensibles a la cytotoxicité induite par les RNK16 (lignée de
cellules NK de rat), contrairement a la lignée EL-4 (Fig.17B). Enfin, malgré 1’observation
préalable d’une expression de NKG2D par les DC CD4~ fraiches, nous ne sommes pas
parvenus a détecter la présence de NKG2D sur la surface de ces DC spléniques. Ainsi, nous

n’avons pas pu confirmer le role éventuel de ce récepteur dans I’activité tumoricide des DC

CD4".

A Yac-1 Mésothéliome A20 B - DCCD4 + Yac-1
50+ -l DCCD4 +EL-4
—&- DC CD4 + EL-4 Rae
-V~ RNK16 + Yac-1
401 © RNK16 + EL-4
-©- RNK16 + EL-4 Rae
® 30-
2>
3
EL-4 EL-4 Rae o 20-
=
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0 T T T T T
50/1 251 121 6/1 3N 11

Ratio Effectrices / Cibles

Figure 17 : Etude du rbole de NKG2D dans les mécanismes de cytotoxicité. (A) Profil d’expression des
ligands de NKG2D sur différentes lignées tumorales (Yac-1, Mésothéliome 37, A20 (obtenue via 1I’European
Collection of cell Cultures) et EL-4 (transmise par le Dr J. Le Pendu, INSERM U892, Nantes, France)) a 1’aide
d’une protéine recombinante NKG2D-Fc de souris et une anti-lgG humaines couplée au FITC pour la révélation
du marquage. L’histogramme rouge représente le controle avec 1’anti-IgG seule et 1’histogramme bleu le
marquage NKG2D-Fc. (B) Test de cytotoxicité au 'Cr aprés 5 heures de culture en présence de cellules
effectrices (DC CD4™ ou RNK16 (lignée transmise par le Dr M. Nakamura, Université de Californie, San
Francisco)) et de cellules cibles (Yac-1, EL-4, EL-4 transfectées avec Rae-1pB) a différents ratios.
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2. Etude des populations de mDC
circulantes chez I’homme : répertoire
d’expression et réponses aux TLR

2.1. Introduction et présentation de ’article

La disponibilit¢ de nouveaux marqueurs et I’analyse du transcriptome ont permis
d’améliorer la caractérisation des différentes populations de DC chez 1’homme. Trois
populations ont ainsi été identifiées dans le sang : une population de pDC et deux populations
de mDC, les mDC1 CD1c" et les mDC2 CD141". Des données récentes ont apporté un nouvel
éclairage quant au rapprochement entre espéces des différentes populations de DC. Ainsi, les
DC CD141" humaines semblent étre les équivalents des cDC murines CD8a". En outre, du
fait de similarités sur le plan phénotypique et fonctionnel, les DC spléniques CD4" du rat,
étudiées dans la partie précédente, peuvent également étre rapprochées des cDC murines
CD8a", permettant ainsi de pousser la comparaison jusqu’a considérer les DC CD4~ du rat
comme de possible équivalent des DC CD141" humaines.

Du fait de I’extréme rareté¢ des mDC2 dans le sang, les études fonctionnelles portant
sur cette population restent limitées. Les DC sont avant tout des sentinelles qui ont la capacité
de reconnaitre des signaux de danger, en particulier par ’engagement des Toll-like receptors.
Ces récepteurs sont particulierement importants, a la fois pour 1’activation des DC mais
également pour 1’orientation de la réponse immune. La variabilité du répertoire de TLR au
sein des différentes populations de DC est liée a des fonctionnalités distinctes.

Les objectifs de ce travail étaient de mettre au point une méthode de purification des
populations de DC circulantes, de définir le répertoire de TLR des mDC2, en comparaison
aux mDC1, d’étudier la conséquence de I’activation de ces récepteurs dans 1’orientation de la
réponse immune au sein des deux populations de mDC et, finalement, d’analyser ’activité
cytotoxique des populations de mDC in vitro.

Nous avons ainsi développé une méthode efficace de purification des mDC circulantes
par déplétion a I’aide de billes marquées suivie d’un tri par cytométrie en flux. Nous sommes,
ainsi, parvenus a isoler, les deux populations de mDC avec une pureté >97% et une bonne

viabilit¢ des cellules. L’analyse de I’expression des TLR et de la réponse des mDC a

-93-



Résultats 2-Etude des populations de mDC circulantes chez [’"homme

différents ligands a revélé que le répertoire TLR des mDC2 était relativement restreint, se
limitant aux TLR1/2, 3 et 7/8. Ces cellules sont, par ailleurs, apres isolement, peu sécrétrices
de cytokines et chemokines, a 1’exception, aprés engagement du TLR3, d’une forte production
d’TFNB, d’IL-6, d’IL-8, de CXCL10 et de CCL5, des molécules essentiellement pro-
inflammatoires et impliquées dans le recrutement de cellules de I’immunité innée et de LT.
Néanmoins, la mise au point d’un test de stimulation en sang total des DC a permis de mettre
en évidence une capacité importante des mDC2 a produire également de 1’IL-12p40 et du
TNFa en réponse, notamment, a 1’engagement du TLR3. En outre, malgré I’absence, apres
isolement, de sécrétion d’IL-12 in vitro, les mDC2 induisent une différenciation Thl et
semblent, aprés activation par un ligand de TLR3, plus efficaces que les mDC1 dans cette
fonction de polarisation de la réponse immune.

Ainsi, les mDC2 se différencient des mDCL1 de part leur répertoire restreint de TLR et
semblent particuliérement impliquées dans la réponse inflammatoire, le recrutement de

cellules de ’immunité et la différenciation Thl des LT.
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Abstract

Human blood dendritic cells (DCs) encompass plasmacytoid DCs (pDCs) and two subsets of
myeloid DCs (mDCs), CD1c* mDCs and CD141" mDCs. The rare CD141" DC population is
thought to be the equivalent of mouse conventional CD8a." DCs that play a significant role in
antigen cross-presentation. Here, we show that human mDCs subsets exhibit different Toll-
like receptor (TLR) expression pattern. Whereas CD1c* DCs express all TLR except TLR9,
CD141" DCs present a restricted pattern with high expression of TLR3 and 10. The analyses
of the reponsiveness of mDCs subsets to an extensive panel of TLR ligands confirmed these
results with CD141" DCs responsiveness limited to TLR1/2, 3 and 7/8. The measurement of
a large panel of cytokines and chemokines revealed that the cytokine/chemokine production
profile of CD141" DCs is also more restricted and concerns mainly pro-inflammatory
cytokines with a lower level of secretion in comparison with CD1c* DCs except for CXCL10,
CCL5 and IFNB. Moreover CD141" DCs are potent inducers of Thl response particularly
after TLR3 triggering and, as CD1c" DCs, can stimulate allogenic CD8" T cells. Finally, we
developed a whole blood assay to measure the responsiveness of blood pDC, CD1c" and
CD141" DC subsets to TLR ligands that appears suitable to assess this function of blood DC
subsets in patients. Taken together, these data show notable functionnal differences
between the two subsets of blood mDCs. The major response of CD141" mDCs to TLR3
ligand and their cytokines production pattern suggest a role for these cells in antiviral

immunity.



Introduction

Dendritic cells (DCs) are the most potent professional antigen-presenting cells of the immune
system. They have the capacity to engulf antigens and activate naive T lymphocytes after
presentation of the processed antigen on their MHC molecules. DCs have therefore a key
role in the induction and polarization of adaptative immune responses. A better
understanding of the role of these cells in immunity is necessary for the development of new
vaccines against microbes or cancer.

Over recent years, different subsets of DCs have been defined both in rodents and in human.
The two major subsets of DCs are conventional or classical DCs (cDCs) and plasmacytoid
DCs (pDCs). Classical DCs actually encompass several subsets defined by surface markers,
differentiation pathways and sometimes functions. In humans, researches on these cells
have been hampered by their scarcity and limited access to human tissues. Peripheral blood,
due to a ready access, constitutes an interesting source for the study of human DCs, in spite
of their low frequency in the circulation (about 1% of peripheral blood mononuclear cells).
DCs in human blood are defined as lineage (CD3, CD14, CD19, CD56, glycophorin A)
negative and HLA-DR positive cells and can be divided into three subsets according to the
expression of various markers (CD11lc, CD123, CD1c or BDCA-1, CD141 or BDCA-3,
CD303 or BDCA-2 and CD304 or BDCA-4): one subset of plasmacytoid DCs (pDCs) and 2
subsets of myeloid or classical DCs (mDCs) [1]. pDCs are characterized by the expression of
CD123, CD303 and CD304 markers and present the capacity to produce high level of type |
interferons (IFNa/B) [2]. In contrast, mDCs express the CD11c marker and are divided in two
subsets, CD1c® mDCs (mDC1) and CD141" mDCs (mDC2) [3,4]. The CD16" subset,
constituting the major part of the lineage marker (CD3, CD14, CD19, CD56, glycophorin A)
negative and HLA-DR positive cell population, was excluded from the DC lineage by some
authors [4] and appeared more related to monocytes than DCs, as suggested by

transcriptomic analyses [5].



The recognition of pathogen associated molecular patterns by DCs involves different
pathogen recognition receptors such as Toll-like receptors (TLR). Nowadays, 10 TLR (TLR
1-10) have been identified in humans [6]. It has been reported that pDCs and mDCs express
distinct TLR [7, 8], suggesting that DC subsets are likely selected to recognize distinct
pathogens and, so, have specialized and complementary functions.

Considering the very low frequency of the CD141" mDCs in human peripheral blood, studies
concerning the functional differences between the two subsets of mDCs are still limited.
Nevertheless, recent years, several studies have focussed on this rare DC subset,
considered currently as the equivalent of mouse conventional CD8a." cDCs. Different subsets
of DCs with apparently specialized functions were identified in mouse, with a subdivision into
pDCs and cDCs. These last cells are further divided into CD8a. positive or negative cDC
subsets [9], the CD8a." population playing a significant role in antigen cross-presentation [10,
11]. Indeed, CD8a." cDCs efficiently capture dead or dying cells, process and cross present
exogenous antigens for protective CD8" cytotoxic T cell responses [12]. Several studies have
shown that human CD141" mDCs and mouse CD8a" cDCs present a similar transcriptional
signature [5] and share phenotypic similarities as the expression of the C-type lectin DNGR-1
(CLEC9A) [13, 14] or, more recently, the expression of the chemokine receptor XCR1 [15,
16].

Furthermore, as CD8a." cDCs, CD141" mDCs present a distinct TLR expression pattern. So,
it has been shown that CD141" mDCs were characterized by a high expression of TLR3. In
contrast, these cells do not express TLR4, 5 and 7 [7, 17]. This high expression of TLR3 has
been confirmed by the response of these cells to Polyl:C, a TLR3 ligand. So, previous
studies have shown that CD141" mDCs produce a large amount of IFN-B, IFN-A, CXCL10,
TNF-a, IL-6 and IL-8 after TLR3 triggering [17-20]. Moreover, these cells induce IFN-y
production during allogenic MLR, suggesting a Thl differentiation [17] although IL-12

production by CD141" mDCs remains dependant to the stimulation conditions [17-19].



Nevertheless, these studies have mostly focussed on the response to TLR3 agonists and, to
a lesser extent, TLR7 and 4 ligands [17, 18].

In the present study we assessed the differences between human blood CD141" mDCs and
CD1c" mDCs concerning their TLR expression pattern, including all TLR known in humans.
Moreover, we analyzed, for the first time, the response of these two mDC subsets to a large
panel of TLR ligands on their capacity to produce many cytokines and chemokines and to
differentiate CD4" and CD8" T cells. Finally, we present in this study a new whole blood
assay leads to assesss the cytokines production of the three blood DC subsets after

stimulation with different TLR agonists.



Materials and methods

Dendritic cells isolation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from leukapheresis products
obtained from normal healthy volunteer donors using a Ficoll density gradient centrifugation
(PAA, Pasching, Austria).

Human mDCs were enriched by an immunomagnetic depletion using a commercial kit
(Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Germany). PBMCs were labelled with a cocktail of biotin-
conjugated monoclonal antibodies against T cells, B cells, NK cells, monocytes/
macrophages, granulocytes and pDCs as primary labelling reagent. After washing, cells were
labelled with anti-biotin-conjugated monoclonal antibodies conjugated to microbeads, and
labelled cells were magnetically depleted using an AutoMacs (Miltenyi Biotec). Then,
enriched cells were sorted on a FACS Aria Flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA)
after labelling with the following antibodies: Lineage-FITC (containing CD3, CD16, CD19,
CD20, CD14, CD56) (BD Biosciences), CD123-FITC, CD141-PE and CD1c-APC (Miltenyi
Biotec). Cells were sorted as lineage and CD123 negative, and CD141 or CD1c positive.
Purities were routinley >97%.

pDCs were isolated by an immunomagnetic depletion using the pDCs isolation kit (Miltenyi
Biotec) based on the labelling of non pDCs with a cocktail of biotin-conjugated antibodies

and anti-biotin Microbeads retained on AutoMacs columns.

RNA isolation and quantitative RT-PCR

Total RNA was isolated from purified DC subsets with Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad,
CA) according to the manufacturer’s instructions. cDNA was synthesized from purified RNA
using Moloney murine leukemia viruse reverse transcriptase kit (Invitrogen). Quantitative
PCR was performed with Power Sybr® Green PCR master mix (Applied Biosystems,

Carlsbad, CA) and primers described intable 1. PCR was achieved and quantified on a



ViiA7™ Real-time PCR System (Applied Biosystems). HPRT was used for normalisation.

Data analysis was performed using the AACt method.

Dendritic cells stimulation with TLR agonists

Sorted CD141" mDCs and CD1c* mDCs were cultured for 20 hours at 0.5x10° cells/mL in
complete medium (RPMI-1640 (Invitrogen) supplemented with 10% Foetal Calf Serum, 1%
glutamine and 1% penicillin-streptomycin solution) with or without different TLR agonists. The
working concentrations of TLR ligands were the following: Pam3Cys (InvivoGen, San Diego,
CA) 50 pg/mL, Polyl:C (InvivoGen) 100 pg/mL, LPS (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 0.1
pg/mL, flagellin (InvivoGen) 10 pg/mL, HKLM (InvivoGen) 108 cells/mL, CLO97 (InvivoGen) 2
pg/mL and CpG ODN 2395 (InvivoGen) 50 uM.

Culture supernatants were collected and 39 cytokines and chemokines were measured using
a multiplex fluorescent bead-based immunoassay (Millipore, Billerica, MA) with a Luminex
cytometer. IFN- was measured with a commercially available ELISA kit (Invitrogen).

Before and after stimulation, FACS-sorted cells were stained with the following antibodies:
CD80-FITC and CD86-APC (BD Pharmingen, San Diego, CA). All FACS analyses were

performed on a FACS Canto Il cytometer (BD Biosciences) with the FlowJo software.

Whole blood TLR stimulation assay

200 pL of heparinized blood were incubated for 4 hours with or without various TLR agonists
(Pam3Cys (InvivoGen) 50 pug/mL, Polyl:C (InvivoGen) 100 pg/mL, LPS (Sigma-Aldrich) 0.1
ug/mL, flagellin (InvivoGen) 10 pg/mL, HKLM (InvivoGen) 10° cells/mL, CLO97 (InvivoGen) 2
pg/mL or CpG ODN 2395 (InvivoGen) 50 uM). After one hour incubation, a protein transport
inhibitor containing Brefeldin A (GolgiPlug — BD Biosciences) was added. At the end of the 4
hours incubation, cells were stained with the following antibodies: Lin-1-FITC (BD
Biosciences), CD45-AmCyan (BD Biosciences), HLA-DR-APC-Cy7 (BD Biosciences),

CD123-PE-Cy5 (BD Pharmingen), CD11c-PC7 (eBiosciences, San Diego, CA) and BDCAS3-



PE (Miltenyi Biotec). After erythrocytes lysis with BD FACS-lysing solution (BD Biosciences)
and washing, cells were permeabilized with the BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) and
stained with the following antibodies: anti-TNFa-APC (BD Pharmingen) and anti-IL12p40-

eFluor450 (eBiosciences).

Allogenic MLR

Allogenic naive CD4" T cells were isolated from PBMCs by negative immunomagnetic
selection using the Naive CD4" T cells Isolation kit (Miltenyi Biotec). This isolation consisted
in the staining of non-T helper cells and T memory cells with a cocktail of biotin-conjugated
antibodies followed by a labelling with anti-biotin microbeads, labelled cells being finally
retained on AutoMacs columns.

In the same way, allogenic naive CD8" T cells were isolated from PBMCs by a negative
immunomagnetic selection followed by a positive selection using the Naive CD8" T cells
isolation kit (Miltenyi Biotec). First, non-naive T cells and NK cells were magnetically labelled
with a cocktail of biotin-conjugated antibodies and anti-biotin microbeads and labelled cells
were retained on AutoMacs columns. Then unlabelled cells were stained with CD8
microbeads and CD8" cells were isolated by immunomagnetic selection.

Purity of naive T cells was check by a cells staining with CD45-AmCyan (BD Biosciences),
CD3-FITC (BD Biosciences), CD4-APC-H7 (BD Biosciences), CD8-PacBlue (BD
Pharmingen), CD45RO-PE-Cy7 (BD Biosciences) and CD45RA-PE (BD Pharmingen)
antibodies. Purity was routinely >95%.

After stimulation of FACS-sorted mDC subsets for 20h with various TLR ligands (Polyl:C,
LPS or CLO97), mDCs were washed, counted and mixed with allogenic naive CD4 or CD8"
T cells at a ratio of 1:5. After 6 days of culture, cells were counted, washed and stimulated for
4 hours with PMA 20 ng/mL and ionomycine 1 pg/mL (Sigma-Aldrich) in the presence of BD
Golgi stop (BD Biosciences), a protein transport inhibitor containing monensin. At the end of
incubation, cells were labelled with Livedead, a viability marker (Invitrogen). After a cells

surface staining with CD3-FITC antibody, cells were fixed, permeabilized using the BD



cytofix/cytoperm solution (BD Biosciences) and labelled with the following antibodies: IFNy-
PC7 (BD Pharmingen), IL17-APC (Clinisciences, Nanterre, France), IL13-PE (BD

Biosciences) and IL10-APC (BD Pharmingen).

Statistical analysis

Data were analyzed with non-parametric Friedman, Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests.

Statistical significance was defined as p<0.05. All data were represented as mean + SD.
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Results

Sorting of blood mDC subsets

We firstly developed a protocol for isolation of the two mDCs subsets, CD1c* and CD141",
from PBMCs with an immunomagnetic depletion followed by a FACS sorting. This protocol
allowed to obtain on average 1084+580 CD1c* mDCs (n =13) and 169+81 CD141" mDCs
(n=13) per 1x10°® PBMCs, with a purity routinely superior to 97% and a good viability (Fig.
1A). Both mDCs subsets exhibit a similar morphology, with irregular shape, short cell

processes and hyperlobulated nuclei, as described previously by Dzionek et al. [1] (Fig. 1B).

CD141" mDCs exhbit a restricted TLR gene expression pattern

We compared, by real time quantitative PCR (RT-PCR), the expression level of all known
human TLRs (TLR1 — 10) on the two mDCs subsets, CD1c" and CD141", as well as pDCs
(Fig. 2). As previously described [21], pDCs exhibited a distinct TLR gene expression pattern
with a restricted and high expression of TLR7 and 9. If the two populations of mDCs were
more similar, with the same expression levels of TLR1, 6 and 8 and the absence of TLR9
expression, several differences could be underlined. Unlike to the CD1c* mDCs, CD141"
mDCs expressed very low levels of TLR2 and 7 and we confirmed that these DC did not
express detectable levels of TLR4 and 5. Moreover, as previously described [8, 17, 22],
CD141" mDCs expressed higher levels of TLR3 than CD1c* mDCs. Interestingly, CD141"
mDCs also expressed higher level of TLR10 in comparison with CD1c¢* mDCs, a TLR for

which no ligands have been so far identified.

CD141" mDCs respond to a more restricted pattern of TLR ligands

We sought to confirm the differences observed between TLR gene expression patterns of the
two mDC subsets at the functional level. Firstly, we measured the expression of co-
stimulatory molecules CD80 and CD86 on sorted mDC subsets, CD1c" and CD141" mDCs,

after 20 hours culture, with or without different TLR agonists (Fig. 3A). As previously
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described [1], the culture during 20 hours with culture medium alone was sufficient to up
regulate co-stimulatory molecules expression on the two subsets of mDCs, particularly with
CD141" mDCs. For CD1c" mDCs, the addition of all TLR ligands increased this up-regulation,
with the exception of CpG ODN, a TLR9 agonist. This effect was more restricted for CD141"
mDCs, an increased expression of co-stimulatory molecules being observed only with
Pam3Cys (TLR1/2 ligand), Polyl:C (TLR3 ligand) and CLO97 (TLR7/8 ligand). These results
confirmed the lack of TLR4, 5 and 9 on CD141" mDCs. Furthermore, the activation of mDCs
with Polyl:C up-regulated co-stimulatory molecules expression to a greater extent on CD141*
mDCs than on CD1c* mDCs, in accordance with the results shown by Jongbloed et al. [17].
The response observed with CLO97 was likely dependent on TLRS8, as CD141" mDCs did
not express TLR7, a supposition reinforced by a study that showed that these cells did not

respond to imiquimod, a compound defined as a specific TLR7 agonist [18].

CD141" mDCs produce less cytokines

We analyzed, for the first time, a large panel of cytokines and chemokines after mDCs
stimulation with an extensive panel of TLR ligands. So, forty cytokines and chemokines were
measured in supernatants of the two mDC subsets after stimulation with TLR agonists for 20
hours. The results of several cytokines are presented in figure 3B and the detail of assessed
cytokines and chemokines is summarized in table 2. The global analysis of cytokines
productions in culture supernatants confirmed the responsiveness pattern of the two mDC
subsets. As previously described [17, 18], stimulation with Polyl:C induced cytokines
productions by CD141" mDCs. Furthermore, only two other TLR ligands, Pam3Cys and
CLO97, lead to a secretion of cytokines by CD141" mDCs, this production remaining,
nevertheless, lower than after TLR3 triggering. In contrast, CD1c* mDCs produced cytokines
after stimulation with all TLR ligands, with the exception of CpG ODN (Fig. 3B).

The cytokines and chemokines production pattern of stimulated CD141" mDCs was more
restricted than for CD1c” mDCs. Activated CD141" mDCs produced mainly pro-inflammatory

cytokines and chemokines, with a predominant role in innate immunity and the recruitment of
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leukocytes, monocytes/macrophages or NK cells (CCL3, CCL4, CCL5, IL-6, CXCL8, TNF-qa,
CXCL10...). Moreover, taken as a whole, the quantity of cytokines secreted by CD141"
mDCs after TLR triggering was lower than these produced by CD1c® mDCs, except for
CXCL10, CCL5 and IFN-B after stimulation with Polyl:C. So these results are in accordance
with the higher production of CXCL10 and IFN-B by CD141" mDCs after TLR3 triggering
observed in the study of Jongbloed et al. [17]. Furthermore, we detected very few IL-12p70 in

supernatants of CD141" mDCs as compared to CD1c* mDCs (Fig. 3B).

A whole blood assay to analyze the responsiveness of DCs to TLR agonists

The response of pDCs, CD1c" mDCs and CD141" mDCs to TLR triggering was also
assessed by a whole blood stimulation assay by flow cytometry. We set up a four hours
whole blood assay based on the detection of TNF-a and IL-12 after stimulation with various
TLR agonists and requiring only 200 pL of blood per test. An example of results obtained
with one donor is presented in figure 4A. We demonstrated, using this 8-color flow cytometry
assay that, CD141" mDCs produced TNFo and IL-12p40 in response to Pam3Cys and
Polyl:C (Fig. 4B). Unlike to CD1c” mDCs, CD141" mDCs did not respond to TLR4 and 5
triggering. Interestingly, in contrast with the analysis of cytokines production in culture
supernatants, in this whole blood assay CD141" mDCs produced more 1L-12p40 than CD1c"
mDCs after stimulation with Pam3Cys or Polyl:C.

Furthermore, surprisingly, CD141" mDCs also respond to CpG ODN stimulation in this
assay, by producing IL-12p40 and TNF-a. Although the number of CD141" mDC analyzed in
this assay was quite low (about 80 events), their apparent responsiveness to CpG ODN was
reproduced in all tested donors (n=5). When analyzed in the same assay, pDCs were shown
to respond only to CLO97 and CpG ODN activation by producing TNF-a (as well as IFN-a,
data not shown) (Fig. 4). The response of CD141" mDCs to CpG ODN was surprising, as
these cells do not express TLR9 mRNA. Whether this apparent response to CpG ODN of

CD141" mDCs is due to a direct or an indirect effect remains to be determined, however, the
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profile observed for CD1c¢” mDCs and pDC suggests, indeed, that this assay assesses the

direct effect of TLR ligands on DCs.

CD141" mDCs are efficient to induce Thi response

We then compared the capability of the two subsets of mDCs, CD1c’ and CD141°,
stimulated with Polyl:C, LPS or CLO97, to induce allogeneic naive CD4" T cells proliferation
and differentiation (Fig. 5A). The differentiation of CD4" T cells was assessed after six days
of stimulation by TLR-stimulated mDCs subsets, by analyzing intracellular IFN-y, I1L-13, IL-17
and IL-10 expression induced by polyclonal restimulation. We did not detect significant IL-17,
IL-13 nor IL-10 production by CD4" T cells, in any stimulation conditions. Both mDCs subsets
appeared to induce Th1 differentiation, with a production of IFN-y by allogenic CD4" T cells
after MLR. These results are in accordance with the measurement of substantial levels of
IFN-y in T cells culture with the two mDCs subsets shown in the study of Jongbloed et al.
[17]. If Th1 differentiation were not significantly increased when mDCs were stimulated with
TLR ligands, this effect appeared, nevertheless, more pronounced with CD141" mDCs
activated by Polyl:C.

We also performed similar MLR with naive allogeneic CD8" T cells. We did not observed
significant difference between the two subsets of mDCs, CD1c® and CD141", stimulated
through TLR3 in their capacity to induce CD8" T cells proliferation and differentiation (Fig.

5B).
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Discussion

The availability of new surface markers [1] and transcriptome analysis [7] allowed defining
more precisely the subsets of DCs in human blood which are divided in pDCs, characterized
by the markers BDCA-2 and BDCA-4, and two populations of mDCs, CD1c* (BDCA-1")
mDCs and CD141" (BDCA-3") mDCs [4]. These subsets express different cell surface
markers, are equipped with different pathogen recognition receptors (PRRs), produce
different cytokines upon stimulation and can differently stimulate T lymphocytes [23]. These
last years, several studies have focussed on the rare CD141" population. Nevertheless,
these studies have mostly measured the response of these mDCs to Polyl:C and their
production of a limited panel of cytokines. In this study, we analyzed for the first time the
response of blood mDC subsets to an extensive panel of TLR ligands with the analysis of the
production of many cytokines and chemokines.

We first established an efficient protocol to isolate highly pure CD141" and CD1c* mDCs. We
confirmed that these subsets express distinct sets of TLR, CD141" mDCs presenting a
restricted pattern with a strong expression of TLR3 and the absence of TLR4, 5 and 7 [7, 8,
17, 22]. Several studies have reported similarities between CD141" mDCs and mouse CD8a."
cDCs based on transcriptomic analysis [5], the expression of transcriptionnal factors Batf3
and IRF-8 [17, 18], or common markers such as the C-type lectin Clec9A [13, 14, 24] and,
more recently, the chemokine receptor XCR-1 [15, 16]. The high expression of TLR3 by
CD141" mDCs, together with the lack of TLR7, is also a feature of mouse CD8a." cDCs [25].
However, unlike human CD141" mDCs, mouse CD8a" cDCs express TLR4 and 9 [25].
Interestingly, we confirmed, as previously described [8, 17], that CD141" mDCs expressed
TLR10, a TLR absent from mice [17] and that the TLR10 expression level appeared higher in
CD141" mDCs than in CD1c” mDCs [8]. TLR10 belongs to the TLR1 subfamily as TLR1, 2
and 6 [26], yet, the ligand specificity of this TLR remains unknown. The implication of this

strong expression of TLR10 on the function of CD141" mDCs remains to be determined.

15



A primary effect of the pathogen recognition by DCs is the induction of cytokines and
chemokines production [27]. As compared to CD1c* mDCs, CD141" mDCs were found to be
be poor producers of cytokines or chemokines which were mainly pro-inflammatory, ones
known to play a role in recruiting leukocytes or activating NK cells, suggesting that CD141"
mDCs play a major role in innate immunity. As previously reported [17, 19], upon TLR3
triggerring, CD141" mDCs secreted a large amount of CXCL10, which is a potent
chemoattractant for activated T cells [28]. CD141" mDCs also produced a high quantity of
CCL5, a chemokine implicated in chemotaxis and activation of T cells [29]. Therefore, in
addition to their role in innate immunity, CD141" mDCs might be involved in T cell
recruitment and activation. Interestingly, we showed that CD141" mDCs also secreted a
large amount of IFNB after stimulation with Polyl:C, similar to mouse CD8a." cDCs [30], a
result previously reported in the study of Jongbloed et al [17]. It was shown that the selective
expression of SIRPa. by mouse CD8a” ¢cDCs and CD1c¢" mDCs [7, 31] may account for their
lack of IFN-B production after TLR3 activation [32]. TLR3 triggering and IFN-B were shown to
enhance cross-presentation to elicit CD8" cytotoxic T cell response [33, 34] suggesting that
CD141" mDCs, with their high expression of TLR3 and their ability to produce IFN-B after
TLR3 stimulation, could play an important role in antigen cross-presentation.

In fact, several studies have suggested that a common feature of mouse CD8a" ¢cDCs and
human CD141" mDCs is their capacity to cross-present antigen. Mouse CD8a" cDCs are
particularly efficient in the phagocytic up-take of dead cells, particularly after activation with
TLR3 agonist [10, 11, 35]. This antigen cross-presentation capacity likely explains the key
role that mouse CD8a." cDCs play in anti-viral immunity [36, 37] or in the immunity against
several intracellular pathogens as Listeria monocytogenes or Plasmodium spp [36, 38].
Recent studies in human have shown that CD141" mDCs share the same capacity after
activation with Polyl:C [15-18]. Schreibelt et al., demonstrated that CLEC9A, a marker
exclusively expressed on CD141" mDCs [13], mediates antigen uptake and cross-

presentation by CD141" mDCs [39]. Nevertheless, the specific role of these cells in cross-
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presenting function, comparatively to the other DC subsets, is not as clear as in mouse.
Indeed, CD1c* mDCs as well as pDC can also cross-present [16, 17], blood CD1c* mDCs
inducing the strongest CD8" T cell responses in the absence of additional stimulation [22].
Therefore, the CD141" mDCs functional specialization has to be further investigated.

Another feature of mouse CD8a." cDCs is their capacity to produce high levels of IL-12p70
[40, 41], a cytokine implicated in the differentiation of Thl cells [42-44]. In our study we did
not detect IL-12p70 production by purified CD141* mDCs upon TLR triggering. However, it
was shown that TLR triggering was not sufficient to promote IL-12p70 production, even in the
presence of cytokines known to up-regulate the limiting IL-12p35 subunit [45]. Thus, IL-
12p70 production by mouse CD8a" cDCs required two signals, one from TLR and a second
from T cells via CD40L or from cytokines including IFN-y, GM-CSF and IL-4 [45]. In human,
the requirement of an additional feedback signals from T cells, was also shown [18]. Besides,
Jongbloed et al. demonstrated that a mix of cytokines could provide this signal, but the mix
could be different from this for mouse CD8a." cDCs, with the presence of IFN-y, TNF, IFN-a
and IL-1B [17]. A recent study showed that a subset of CD141" DCs in human tissues,
thought to be equivalent to blood CD141" mDCs, synthesize very little IL-12 [19].
Nevertheless, this population produces CXCL10 after stimulation with Polyl:C, in
concordance with our results on blood CD141" mDCs. Although we did not detect IL-12p70
production by blood CD141" mDCs, these cells induced potent Th1l differentiation and, upon
Polyl:C stimulation, appeared slightly better than CD1c* mDCs at inducing IFN-y in allogenic
CD4" T cells. These results are in accordance with the higher level of IFN-y detected in MLR
cultures with allogenic CD4" T cells and Polyl:C-activated CD141" mDCs previously reported
by Jongbloed et al. [17]. The high production of CXCL-10 and CCL5 could participate to this
Th1 inducing capacity.

The strong response of CD141" mDCs to TLR3, together with the production of IFN-B,
suggests that these cells could play an important role in antiviral immunity. A recent study

showed that CD141" mDCs, as well as mouse CD8a" cDCs are the major producers of IFN-A
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upon TLR3 stimulation [20]. This cytokine has antiviral and anti-tumoral activity and
modulates adaptative immunity [46]. The role of its production in host defence and in the
modulation of immunity remains to be fully elucidated. Nevertheless, IFN-A could constitute a
hallmark of adjuvancity of Polyl:C known as a potent adjuvant of Th1 responses [47].

The implication of CD141" mDCs in auto-immune or infection diseases remains to be
determined. It was shown that CD141" mDC frequency in blood can be modified in different
pathology, reduced in primary Sjogrén’s syndrome [48], increased in severe malaria [49] for
instance. Nevertheless, considering the low frequency of these cells, it is difficult to perform
analysis on the function of these cells in different diseases. The whole blood assay to assess
the responsiveness of blood DCs to TLR agonists presented here brings a solution. The
restricted TNF-a production of pDCs after stimulation with CLO97 and CpG and the
responsiveness of CD1c” mDCs to all TLR agonists except CpG, lead us to consider this
assay as a good reflect of DC functions. Moreover, this assay, which required very limited
amount of blood, appears suitable to assess DC subset TLR responsiveness in patients. This
strategy could improve the understanding of the role of CD141" mDCs. Nevertheless, some
discrepancies were observed between this whole blood assay and the TLR stimulation of
purified DC subsets. So, in contrast with purified mDCs, in this whole blood assay, we
detected an IL-12 production by CD141" mDCs in response to Polyl:C, and Pam3Cys
stimulation, and the level of IL-12 secretion by CD141" mDCs was higher in comparison to
CD1c" mDCs. It is difficult to explain this discrepancy. The isolation protocol of CD141"
mDCs could be deleterious for some DCs functions. Furthermore, the cytokines in
environnement or cells cooperation could participate to this IL-12 production. So, the whole
blood assay could be a better reflect of the TLR responsiveness of mDCs subsets in vivo.
Otherwise, surprisingly, contrary to data on purified DCs, in this whole blood assay CD141"
mDCs, which do not express TLR9 mRNA, appeared to respond to CpG. Whether this
response is related to the expression of other receptors for CpG in CD141" mDCs remains to

be estalished.
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In conclusion, we showed that CD141" mDCs present a restricted pattern of responsiveness
to TLR ligands, with a major response to TLR3, and participate to the induction of a Thl
response. These cells have been presented as the putative equivalent of mouse CD8a*

cDCs. Nevertheless, despite common points, several differences can be highlited between

the two subsets and the principal role of these rare CD141" mDCs remains to be determined.
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Figure legends

Figure 1: Isolation of CD141" mDCs and CD1c* mDCs from PBMCs

(A) mDCs were enriched by a depletion of lineage® cells and pDCs using an
immunomagnetic depletion kit. Then CD141" mDCs and CD1c” mDCs were separated by a
FACS sorting. The purity was routinely >97%. (B) Morphology of purified CD141* mDCs and
CDi1c’ mDCs at 60x magnification after cytocentrifugation and May Grinwald Giemsa

staining.

Figure 2: TLR expression of mDCs subsets

TLR 1-10 mRNA expression of purified CD141" mDCs, CD1c¢® mDCs and pDCs by
guantitative real-time PCR relative to hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transférase
(HPRT). Results are representative of three donors. Error bars represent mean + SEM.

*p<0.05.

Figure 3: CD141" mDCs present a more restricted TLR responsiveness pattern

(A) MFI of co-stimulation molecules CD80 and CD86 on purified mDCs after activation during
20 hours with RPMI alone or various TLR agonists. Data were obtained from 4 donors for
CD80 and 3 donors for CD86. Error bars represent mean + SEM. (B) Measurements of
different cytokines and chemokines in culture supernatants after stimulation of purified mDCs
with or without various TLR ligands. These graphics represent the results from 3 donors.

Errors bars represent mean + SEM.

Figure 4: DCs responsiveness to TLR agonists with a whole blood assay
Small volumes of heparinized blood were incubated for 4 hours with various TLR agonists.
After a cells surface staining with CD45, lineage cocktail (containing CD16), HLA-DR, CD11c,

CD141 and CD123 antibodies, cells were fixed and permeabilized for an intracellular staining
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with TNF-a. and IL-12 antibodies. In the lineage HLA-DR" cell population, pDCs were gated
on CD123" cells, CD1c" mDCs corresponded to the CD11¢"CD141 cells and CD141" mDCs
were selected on CD11¢"CD141" cells. (A) The top panel shows an example of FACS results
obtained with one donnor. (B) The second panel presents intracellular I1L-12 and TNF-a
production by the three blood DC subsets after stimulation with various TLR ligands. Results
are representative of five donors. Error bars represent mean + SEM. *p<0.05, **p<0.01,

*p<0.001.

Figure 5: CD141" mDCs induce CD4" and CD8" T cells activation and Th1l response
after an allogenic MLR

Naive CD4" T cells and CD8" T cells were isolated by a selection with immunomagnetic kits.
The purity was routinely superior to 96%. (A) The left panel shows the results of CD4" T cells
differentiation after allogenic MLR with naive CD4" T cells and purified mDCs, pre-activated
20 hours with or without TLR agonists, as measured by intracellular IFN-y production by
CD4" T cells of four donors. An example of FACS results for IFN-y and IL-10 production of
one donnor is presented on the right. (B) The left panel presents intracellular IFN-y
production by CD8" T cells of two donors after allogenic MLR with naive CD8" T cells and
purified mDCs, pre-activated 20 hours with or without TLR agonists. An example of FACS

results for IFN-y and IL-10 production of one donnor is presented on the right.
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Tables

Table 1: Primers used for RT-PCR

Forward primers

Reverse primers

TLR1

TLR2

TLR3

TLR4

TLR5

TLR6

TLR7

TLR8

TLRY

TLR10

GAAGAAATCAGGATAACAAAGGCA

CCCATTGCTCTTTCACTGCTT

AACAGCATCAAAAGAAGCAGAAA

GACAACCTCCCCTTCTCAACC

TCTGCTAGGACAACGAGGATCA

ACTTGGAAATGCCTGGTCAGA

TGTGGTTTGTCTGGTGGGTTA

CTCCAGCAGTTTCCTCGTCTC

CCTGCCTTCCTACCCTGTGA

ATGGTTCTATCTTGATTTGCCTTT

TGAAGATAATGGCAAAATGGAAG
TGGACAGGTCAAGGCTTTTTAC
AAACATTCCTCTTCGCAAACAG
ATAGTCCAGAAAAGGCTCCCAG
AAAGGGGAAGGATGAAGCAGT
GTCAATGCTTTCAATGTCGTTTT
CCACACATCCCAGAAATAGAGG
AAGTGCGGATTTGTTGATTGTT
ACTTGAGGTTGAGATGCCGC

TTATGATACCTGGTGGGAATGC
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Table 2: Range of cytokines and chemokines concentrations after TLR

activation

Assessed cytokines and chemokines

Range of values (pg/mL)

CD1c* mDCs | CD141" mDCs
CD40L, FIt3L, CX3CL1,IL1ra, IL13, IL15, IL17, IL2, IL2ra, IL3, <3pg/mL
IL4, IL5, IL7, IL9, CCL7 (MCP3), TNFB, TGFa, IL21, IL23, TRAIL,
CCL17 (TARC), PDGF, VEGF
ILla <3to 650 <3to 30
IL1B <3t0 620 <3
IL6 <3 to 4350 <3 to 1003
CXCL8 (IL8) <3 to >9000 <3 to 2550
IL10 <3 to 2200 <3
IL12p40 <3 to 850 <31t0 20
IL12p70 <3 to 400 <3to 11
IFNa2 <3to 127 <310 80
IENB <3 to 350 <3 to 780
IFNy <3to0 52 <310 20
CXCL10 (IP-10) 30 to 5900 50 to 2230
CCL3 (MIP1a) <3 to 5300 <3 to 995
CCL4 (MIP1B) <3 to 3300 <3 to 595
TNFa <3 t0 5230 <3to0 225
CCL2 (MCP1) <3 to 50 <3t0 20
CCL5 (RANTES) <3 to 7600 <3 to >9000
MDC 200 to >9000 90 to >9000

23



References

1.

10.

11.

Dzionek, A., Fuchs, A., Schmidt, P., Cremer, S., Zysk, M., Miltenyi, S., Buck, D.W.,
Schmitz, J. (2000) BDCA-2, BDCA-3, and BDCA-4: three markers for distinct subsets of
dendritic cells in human peripheral blood. J Immunol 165, 6037-46.

Colonna, M., Trinchieri, G., Liu, Y.J. (2004) Plasmacytoid dendritic cells in immunity. Nat
Immunol 5, 1219-26.

MacDonald, K.P., Munster, D.J., Clark, G.J., Dzionek, A., Schmitz, J., Hart, D.N. (2002)
Characterization of human blood dendritic cell subsets. Blood 100, 4512-20.
Ziegler-Heitbrock, L., Ancuta, P., Crowe, S., Dalod, M., Grau, V., Hart, D.N., Leenen,
P.J., Liu, Y.J., MacPherson, G., Randolph, G.J., Scherberich, J., Schmitz, J., Shortman,
K., Sozzani, S., Strobl, H., Zembala, M., Austyn, J.M., Lutz, M.B. (2010) Nomenclature of
monocytes and dendritic cells in blood. Blood 116, e74-80.

Robbins, S.H., Walzer, T., Dembele, D., Thibault, C., Defays, A., Bessou, G., Xu, H.,
Vivier, E., Sellars, M., Pierre, P., Sharp, F.R., Chan, S., Kastner, P., Dalod, M. (2008)
Novel insights into the relationships between dendritic cell subsets in human and mouse
revealed by genome-wide expression profiling. Genome Biol 9, R17.

Akira, S., Uematsu, S., Takeuchi, O. (2006) Pathogen recognition and innate immunity.
Cell 124, 783-801.

Lindstedt, M., Lundberg, K., Borrebaeck, C.A. (2005) Gene family clustering identifies
functionally associated subsets of human in vivo blood and tonsillar dendritic cells. J
Immunol 175, 4839-46.

Piccioli, D., Tavarini, S., Borgogni, E., Steri, V., Nuti, S., Sammicheli, C., Bardelli, M.,
Montagna, D., Locatell, F., Wack, A. (2007) Functional specialization of human
circulating CD16 and CD1c myeloid dendritic-cell subsets. Blood 109, 5371-9.

Vremec, D., Zorbas, M., Scollay, R., Saunders, D.J., Ardavin, C.F., Wu, L., Shortman, K.
(1992) The surface phenotype of dendritic cells purified from mouse thymus and spleen:
investigation of the CD8 expression by a subpopulation of dendritic cells. J Exp Med 176,
47-58.

lyoda, T., Shimoyama, S., Liu, K., Omatsu, Y., Akiyama, Y., Maeda, Y., Takahara, K.,
Steinman, R.M., Inaba, K. (2002) The CD8+ dendritic cell subset selectively endocytoses
dying cells in culture and in vivo. J Exp Med 195, 1289-302.

Schulz, O., Reis e Sousa, C. (2002) Cross-presentation of cell-associated antigens by
CD8alpha+ dendritic cells is attributable to their ability to internalize dead cells.
Immunology 107, 183-9.

24



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Caminschi, I., Proietto, A.l., Ahmet, F., Kitsoulis, S., Shin Teh, J., Lo, J.C., Rizzitelli, A.,
Wu, L., Vremec, D., van Dommelen, S.L., Campbell, I.K., Maraskovsky, E., Braley, H.,
Davey, G.M., Mottram, P., van de Velde, N., Jensen, K., Lew, A.M., Wright, M.D., Heath,
W.R., Shortman, K., Lahoud, M.H. (2008) The dendritic cell subtype-restricted C-type
lectin Clec9A is a target for vaccine enhancement. Blood 112, 3264-73.

Huysamen, C., Willment, J.A., Dennehy, K.M., Brown, G.D. (2008) CLEC9A is a novel
activation C-type lectin-like receptor expressed on BDCA3+ dendritic cells and a subset
of monocytes. J Biol Chem 283, 16693-701.

Bachem, A., Guittler, S., Hartung, E., Ebstein, F., Schaefer, M., Tannert, A., Salama, A.,
Movassaghi, K., Opitz, C., Mages, H.W., Henn, V., Kloetzel, P.M., Gurka, S., Kroczek,
R.A. (2010) Superior antigen cross-presentation and XCR1 expression define human
CD11c+CD141+ cells as homologues of mouse CD8+ dendritic cells. J Exp Med 207,
1273-81.

Crozat, K., Guiton, R., Contreras, V., Feulllet, V., Dutertre, C.A., Ventre, E., Vu Manh,
T.P., Baranek, T., Storset, A.K., Marvel, J., Boudinot, P., Hosmalin, A., Schwartz-Cornil,
l., Dalod, M. (2010) The XC chemokine receptor 1 is a conserved selective marker of
mammalian cells homologous to mouse CD8alpha+ dendritic cells. J Exp Med 207,
1283-92.

Jongbloed, S.L., Kassianos, A.J., McDonald, K.J., Clark, G.J., Ju, X., Angel, C.E., Chen,
C.J., Dunbar, P.R., Wadley, R.B., Jeet, V., Vulink, A.J., Hart, D.N., Radford, K.J. (2010)
Human CD141+ (BDCA-3)+ dendritic cells (DCs) represent a unique myeloid DC subset
that cross-presents necrotic cell antigens. J Exp Med 207, 1247-60.

Poulin, L.F., Salio, M., Griessinger, E., Anjos-Afonso, F., Craciun, L., Chen, J.L., Keller,
A.M., Joffre, O., Zelenay, S., Nye, E., Le Moine, A., Faure, F., Donckier, V., Sancho, D.,
Cerundolo, V., Bonnet, D., Reis e Sousa, C. (2010) Characterization of human DNGR-1+
BDCA3+ leukocytes as putative equivalents of mouse CD8alpha+ dendritic cells. J Exp
Med 207, 1261-71.

Haniffa, M., Shin, A., Bigley, V., McGovern, N., Teo, P., See, P., Wasan, P.S., Wang,
X.N., Malinarich, F., Malleret, B., Larbi, A., Tan, P., Zhao, H., Poidinger, M., Pagan, S.,
Cookson, S., Dickinson, R., Dimmick, I., Jarrett, R.F., Renia, L., Tam, J., Song, C.,
Connolly, J., Chan, J.K., Gehring, A., Bertoletti, A., Collin, M., Ginhoux, F. (2012) Human
Tissues Contain CD141(hi) Cross-Presenting Dendritic Cells with Functional Homology
to Mouse CD103(+) Nonlymphoid Dendritic Cells. Immunity 37, 60-73.

25



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Lauterbach, H., Bathke, B., Gilles, S., Traidl-Hoffmann, C., Luber, C.A., Fejer, G.,
Freudenberg, M.A., Davey, G.M., Vremec, D., Kallies, A., Wu, L., Shortman, K.,
Chaplin, P., Suter, M., O'Keeffe, M., Hochrein, H. (2010) Mouse CD8alpha+ DCs and
human BDCA3+ DCs are major producers of IFN-lambda in response to poly IC. J
Exp Med 207, 2703-17.

Kadowaki, N., Ho, S., Antonenko, S., Malefyt, R.W., Kastelein, R.A., Bazan, F., Liu,
Y.J. (2001) Subsets of human dendritic cell precursors express different toll-like
receptors and respond to different microbial antigens. J Exp Med 194, 863-9.

Mittag, D., Proietto, A.l.,, Loudovaris, T., Mannering, S.l., Vremec, D., Shortman, K.,
Wu, L., Harrison, L.C. (2011) Human dendritic cell subsets from spleen and blood are
similar in phenotype and function but modified by donor health status. J Immunol 186,
6207-17.

Schreibelt, G., Tel, J., Sliepen, K.H., Benitez-Ribas, D., Figdor, C.G., Adema, G.J., de
Vries, I1.J. (2010) Toll-like receptor expression and function in human dendritic cell
subsets: implications for dendritic cell-based anti-cancer immunotherapy. Cancer
Immunol Immunother 59, 1573-82.

Sancho, D., Mourao-Sa, D., Joffre, O.P., Schulz, O., Rogers, N.C., Pennington, D.J.,
Carlyle, J.R., Reis e Sousa, C. (2008) Tumor therapy in mice via antigen targeting to
a novel, DC-restricted C-type lectin. J Clin Invest 118, 2098-110.

Edwards, A.D., Diebold, S.S., Slack, E.M., Tomizawa, H., Hemmi, H., Kaisho, T.,
Akira, S., Reis e Sousa, C. (2003) Toll-like receptor expression in murine DC subsets:
lack of TLR7 expression by CD8 alpha+ DC correlates with unresponsiveness to
imidazoquinolines. Eur J Immunol 33, 827-33.

Chuang, T., Ulevitch, R.J. (2001) Identification of hTLR10: a novel human Toll-like
receptor preferentially expressed in immune cells. Biochim Biophys Acta 1518, 157-
61.

Huang, Q., Liu, D., Majewski, P., Schulte, L.C., Korn, J.M., Young, R.A., Lander, E.S.,
Hacohen, N. (2001) The plasticity of dendritic cell responses to pathogens and their
components. Science 294, 870-5.

Dufour, J.H., Dziejman, M., Liu, M.T., Leung, J.H., Lane, T.E., Luster, A.D. (2002)
IFN-gamma-inducible protein 10 (IP-10; CXCL10)-deficient mice reveal a role for IP-
10 in effector T cell generation and trafficking. J Immunol 168, 3195-204.

Bacon, K.B., Premack, B.A., Gardner, P., Schall, T.J. (1995) Activation of dual T cell
signaling pathways by the chemokine RANTES. Science 269, 1727-30.

Scheu, S., Dresing, P., Locksley, R.M. (2008) Visualization of IFNbeta production by
plasmacytoid versus conventional dendritic cells under specific stimulation conditions
in vivo. Proc Natl Acad SciU S A 105, 20416-21.

26



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Lahoud, M.H., Proietto, A.l., Gartlan, K.H., Kitsoulis, S., Curtis, J., Wettenhall, J., Sofi,
M., Daunt, C., O'Keeffe, M., Caminschi, |., Satterley, K., Rizzitelli, A., Schnorrer, P.,
Hinohara, A., Yamaguchi, Y., Wu, L., Smyth, G., Handman, E., Shortman, K., Wright,
M.D. (2006) Signal regulatory protein molecules are differentially expressed by CD8-
dendritic cells. J Immunol 177, 372-82.

Dong, L.W., Kong, X.N., Yan, H.X,, Yu, L.X., Chen, L., Yang, W., Liu, Q., Huang, D.D.,
Wu, M.C., Wang, H.Y. (2008) Signal regulatory protein alpha negatively regulates both
TLR3 and cytoplasmic pathways in type | interferon induction. Mol Immunol 45, 3025-35.
Le Bon, A., Tough, D.F. (2008) Type | interferon as a stimulus for cross-priming.
Cytokine Growth Factor Rev 19, 33-40.

Schulz, O., Diebold, S.S., Chen, M., Naslund, T.l., Nolte, M.A., Alexopoulou, L., Azuma,
Y.T., Flavell, R.A., Liljestrom, P., Reis e Sousa, C. (2005) Toll-like receptor 3 promotes
cross-priming to virus-infected cells. Nature 433, 887-92.

Schnorrer, P., Behrens, G.M., Wilson, N.S., Pooley, J.L., Smith, C.M., El-Sukkari, D.,
Davey, G., Kupresanin, F., Li, M., Maraskovsky, E., Belz, G.T., Carbone, F.R., Shortman,
K., Heath, W.R., Villadangos, J.A. (2006) The dominant role of CD8+ dendritic cells in
cross-presentation is not dictated by antigen capture. Proc Natl Acad Sci U S A 103,
10729-34.

Belz, G.T., Shortman, K., Bevan, M.J., Heath, W.R. (2005) CD8alpha+ dendritic cells
selectively present MHC class I-restricted noncytolytic viral and intracellular bacterial
antigens in vivo. J Immunol 175, 196-200.

Allan, R.S., Smith, C.M., Belz, G.T., van Lint, A.L., Wakim, L.M., Heath, W.R., Carbone,
F.R. (2003) Epidermal viral immunity induced by CD8alpha+ dendritic cells but not by
Langerhans cells. Science 301, 1925-8.

Lundie, R.J., de Koning-Ward, T.F., Davey, G.M., Nie, C.Q., Hansen, D.S., Lau, L.S.,
Mintern, J.D., Belz, G.T., Schofield, L., Carbone, F.R., Villadangos, J.A., Crabb, B.S.,
Heath, W.R. (2008) Blood-stage Plasmodium infection induces CD8+ T lymphocytes to
parasite-expressed antigens, largely regulated by CD8alpha+ dendritic cells. Proc Natl
Acad Sci U S A 105, 14509-14.

Schreibelt, G., Klinkenberg, L.J., Cruz, L.J., Tacken, P.J., Tel, J., Kreutz, M., Adema,
G.J., Brown, G.D., Figdor, C.G., de Vries, 1.J. (2012) The C-type lectin receptor CLEC9A
mediates antigen uptake and (cross-)presentation by human blood BDCA3+ myeloid
dendritic cells. Blood 119, 2284-92.

27



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Reis e Sousa, C., Hieny, S., Scharton-Kersten, T., Jankovic, D., Charest, H., Germain,
R.N., Sher, A. (1997) In vivo microbial stimulation induces rapid CD40 ligand-
independent production of interleukin 12 by dendritic cells and their redistribution to T cell
areas. J Exp Med 186, 1819-29.

Hochrein, H., Shortman, K., Vremec, D., Scott, B., Hertzog, P., O'Keeffe, M. (2001)
Differential production of IL-12, IFN-alpha, and IFN-gamma by mouse dendritic cell
subsets. J Immunol 166, 5448-55.

Maldonado-Lopez, R., De Smedt, T., Michel, P., Godfroid, J., Pajak, B., Heirman, C.,
Thielemans, K., Leo, O., Urbain, J., Moser, M. (1999) CD8alpha+ and CD8alpha-
subclasses of dendritic cells direct the development of distinct T helper cells in vivo. J
Exp Med 189, 587-92.

Pulendran, B., Smith, J.L., Caspary, G., Brasel, K., Pettit, D., Maraskovsky, E.,
Maliszewski, C.R. (1999) Distinct dendritic cell subsets differentially regulate the class of
immune response in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A 96, 1036-41.

Soares, H., Waechter, H., Glaichenhaus, N., Mougneau, E., Yagita, H., Mizenina, O.,
Dudziak, D., Nussenzweig, M.C., Steinman, R.M. (2007) A subset of dendritic cells
induces CD4+ T cells to produce IFN-gamma by an IL-12-independent but CD70-
dependent mechanism in vivo. J Exp Med 204, 1095-106.

Hochrein, H., O'Keeffe, M., Luft, T., Vandenabeele, S., Grumont, R.J., Maraskovsky, E.,
Shortman, K. (2000) Interleukin (IL)-4 is a major regulatory cytokine governing bioactive
IL-12 production by mouse and human dendritic cells. J Exp Med 192, 823-33.

Li, M., Liu, X., Zhou, Y., Su, S.B. (2009) Interferon-lambdas: the modulators of antivirus,
antitumor, and immune responses. J Leukoc Biol 86, 23-32.

Trumpfheller, C., Caskey, M., Nchinda, G., Longhi, M.P., Mizenina, O., Huang, Y.,
Schlesinger, S.J., Colonna, M., Steinman, R.M. (2008) The microbial mimic poly IC
induces durable and protective CD4+ T cell immunity together with a dendritic cell
targeted vaccine. Proc Natl Acad Sci U S A 105, 2574-9.

Vogelsang, P., Brun, J.G., Oijordsbakken, G., Skarstein, K., Jonsson, R., Appel, S.
(2010) Levels of plasmacytoid dendritic cells and type-2 myeloid dendritic cells are
reduced in peripheral blood of patients with primary Sjogren's syndrome. Ann Rheum Dis
69, 1235-8.

Urban, B.C., Cordery, D., Shafi, M.J., Bull, P.C., Newbold, C.I., Wiliams, T.N., Marsh, K.
(2006) The frequency of BDCA3-positive dendritic cells is increased in the peripheral

circulation of Kenyan children with severe malaria. Infect Immun 74, 6700-6.

28



Figure 1

A PBMC After mDC mDCs subsets B
enrichement after sorting CD141* mDCs
1.40%
ak
5 51 ¥
5‘ 8 | — é 1 CD141* mDCs
T e 3 s
1 & W
Lineage Lineage CD1c
\ 4 CDl1c*mDCs
1 3.58% 1
]
3 s 3 CD1c* mDCs ‘a
3 31
] e
] S *
3 >

29



Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Résultats 2-Etude du répertoire des TLR au sein des mDC chez [’homme

2.2. Reésultats complémentaires

2.2.1. Compléements sur la production de cytokines

Au total 40 cytokines et chemokines ont été dosées dans les surnageants de culture de

mDC1 et mDC2, stimulées 20 heures avec différents ligands de TLR. L’ensemble des

résultats obtenus est présenté dans la figure 18.
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Figure 18 : Analyse des
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Cette analyse confirme tout d’abord les données obtenues concernant le répertoire des
TLR, a savoir une réponse restreinte des mDC2, essentiellement au ligand de TLR3 et, dans
une moindre mesure aux ligands des TLR1/2 et 7/8. Par ailleurs, cette analyse montre que les
mDC2 produisent globalement moins de cytokines et chemokines que les mDC1, que ce soit
au niveau diversité ou quantitatif. Ainsi, les mDC2 produisent essentiellement des molécules
impliquées dans I’inflammation et le chimiotactisme (IL-6, 1L-8, CCL3, CCL4, CCL5). Par
ailleurs, ces cellules sécretent de grande quantité d’IFNf apres stimulation par le Polyl:C leur
conférant plus particulierement un réle potentiel dans I’'immunité anti-virale. En outre, que ce
soit avec les mDC1 ou les mDC2, aucune cytokine impliquée dans la prolifération cellulaire
ou la différenciation Th2 n’a été détectée. Concernant la voie Thl, seules les mDCI1
produisent de I’IL12, mais en quantité trés modérée. Néanmoins, les mDC2 produisent de
grandes quantités de CXCL10 impliquée dans le chimiotactisme des LT Thl. Enfin, de I’IL-
10 est également produite dans certaines conditions de stimulation par les mDC1,

contrairement aux mDC2.

2.2.2. Analyse de ’expression du TLR10 sur les différentes
cellules mononucléées du sang

L’analyse de I’expression des TLR par les différentes sous-populations de DC du sang
a permis de mettre en évidence une différence entre les mDC1 et les mDC2 concernant
I’expression du TLR10.

Les analyses phylogénétiques ont permis de rapprocher le TLR10 des TLR1 et 6
(Chuang et al. 2001). Néanmoins, ses ligands de méme que ses fonctions restent a déterminer.
Une étude de I’expression des TLR sur les PBMC a montré, en outre, que les LB exprimaient
fortement le TLR10 (Hornung et al. 2002). Nous avons cherché a comparer cette expression a
celle des DC. Apres purification des différentes populations de PBMC, LT, LB, Monocytes et
DC, cette expression a été mesurée par PCR quantitative en temps réel.

La figure 19 représente les résultats de I’expression du TLR10 obtenus pour trois
donneurs. Malgré une expression relativement importante du TLR10 par les mDC2 et les pDC,
I’expression de ce TLR par les LB est significativement plus élevée que celle des autres
populations de cellules mononucléées du sang (analyse statistique effectuée a I’aide d’un test

de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Mann-Whitney, test significatif si p<0,05).
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Figure 19 : Expression du TLR10 sur les monocytes, lymphocytes et DC du sang. Expression de I’ARNm du
TLR10 mesurée par PCR quantitative en temps réel aprés purification des lymphocytes T, B, monocytes, mDC1,
mDC2 et pDC de 3 donneurs sains. Les résultats sont exprimés en quantification relative par rapport a
I’expression de ’HPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transférase), calculée selon la méthode du AACt.

2.2.3. Analyse du potentiel cytotoxique des mDC?2

Plusieurs études ont décrit une activité tumoricide de diverses populations de DC
humaines. En particulier, deux études ont montré que les DC sanguines fraiches pouvaient
présenter une activité tumoricide via un mecanisme impliquant les récepteurs de mort (Janjic
et al. 2002; Lu et al. 2002). Néanmoins, il n’a pas été établi si cette activité cytotoxique
pouvait étre liée plus particulierement a une sous-population de DC.

Les mDC2 étant de possibles équivalents des DC spléniques CD103"CD4~ du rat,
nous avons cherché si ces DC humaines avaient la méme capacité cytotoxique que les DC
spléniques CD4~ de rat vis a vis de différentes cellules tumorales. Nous avons pour cela
réaliser des tests de cytotoxicité avec les deux sous-populations de mDC sanguines
fraichement isolées, vis a vis de cellules de trois lignées tumorales humaines, les K562, une
lignée érythroleucémique, les Raji, une lignee de lymphome de Burkitt, et les Jurkat, une

lignée lymphoblastique T. Les résultats sont présentés dans la figure 20.
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Figure 20 : Test de cytotoxicité contre différentes lignées tumorales : mDC1 versus mDC2. Tests de
cytotoxicité au >'Cr aprés 5 heures de culture de cellules de trois lignées tumorales (K562 (lignée obtenue via
I’European Collection of Cell cultures), Raji et Jurkat (lignées transmises par le Dr I. Anegon, INSERM U1064,
Nantes, France)) en présence de PBMC, de mDC1 ou de mDC2 fraichement isolées a différents ratios effectrices

/ cibles. Les résultats représentent des moyennes +/- SD de duplicats. (nr = non réalisé)

Nous n’avons pas observé de différences entre les deux populations de mDC quant a
leur potentiel de cytotoxicité. Par ailleurs, seules les Jurkat sont tuées par les mDC ce qui
pourrait suggéerer un mécanisme TRAIL dépendant, les Jurkat étant sensibles a la mort induite
par les récepteurs de mort comme TRAIL (Luciano et al. 2002), a la différence des Raji (Di
Pietro et al. 2001). Les K562 sont quant a elles peu sensibles a la mort par TRAIL (Luciano et
al. 2002). Ces résultats seraient, néanmoins, a confirmer sur un panel plus large de lignées
tumorales. Par ailleurs, ces tests de cytotoxicité ont été réalisés avec des DC sanguines. Or,
chez le rat, I’activité tumoricide concerne des DC d’origine splénique. Ainsi, ces résultats ne

permettent pas d’exclure une éventuelle activité tumoricide plus importante des DC humaines

CD141" spléniques.
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Malgré leur rareté les DC sont des cellules clé du systeme immunitaire, a la frontiere
entre I’immunité innée et ’immunité adaptative. Ces cellules regroupent diverses sous-
populations de phénotypes, mais également de fonctionnalités distinctes. Si la fonction
principale des DC est la capture et la présentation des antigenes aux lymphocytes pour la mise
en place d’une réponse spécifique, depuis une quinzaine d’années une autre particularité
fonctionnelle exercée par certaines sous-populations de DC a fait 1’objet de diverses études.
Ces cellules présentent ainsi une capacité de cytotoxicité vis a vis de différentes cellules
cibles, plus particulierement des cellules tumorales. La découverte de cette fonctionnalité a
conduit a considerer ces cellules comme potentiellement intéressantes en matiére de lutte anti-

tumorale.

Les cellules dendritiques cytotoxigues

La premiere population de DC présentant une fonction cytotoxique vis a vis de
cellules tumorales a été observée chez le rat en 1997 (Josien et al. 1997). Il fut, ainsi, montré
que les DC splénigues pouvaient, aprés maturation spontanée in vitro, tuer des cellules de la
lignée tumorale Yac-1. Depuis, diverses populations de DC « tueuses » ont été décrites a la
fois chez I’homme et le rongeur, que ce soit des DC natives conventionnelles ou
plasmacytoides ou des DC générées in vitro. Notre équipe a, ainsi, identifié, chez le rat, une
population de cDC spléniques, de phénotype CD103"CD4", capable de tuer diverses cellules
tumorales tout en épargnant les cellules normales, a 1’exception des cellules endothéliales
(Trinite et al. 2000).

La specificité de cette activité vis a vis de diverses cellules dérivées de lignées
tumorales implique la mise en jeu d’un mécanisme de reconnaissance des cellules anormales
pouvant conduire a I’induction du phénomeéne de cytotoxicité. Plusieurs mécanismes
inducteurs ont été décrits au sein des différentes populations de DC tueuses. Ainsi, une
stimulation avec de I’IFN de type I (Fanger et al. 1999), du CpG (Chaperot et al. 2006) ou
encore des ARN viraux double brin (Vidalain et al. 2001) peut induire la lyse de cellules
tumorales via I’expression de TRAIL a la surface des DC. Contrairement a la plupart des DC

« tueuses », les DC spléniques CD4™ du rat ne requiert pas d’activation préalable, la
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maturation de ces cellules spontanément ou suite a une stimulation par des ligands de TLR ou
le CD40L diminuant fortement leurs propriétés cytotoxiques (Trinite et al. 2005). Néanmoins,
I’induction du phénomeéne de cytotoxicité doit impliquer la mise en jeu d’'un mécanisme de
reconnaissance des cellules cibles. Le récepteur activateur NKG2D pourrait jouer un réle
majeur dans la régulation de ’activité cytotoxique des cDC CD4". En effet, il a été montré
gue NKR-P2, un orthologue de NKG2D chez le rat, pouvait étre impliqué dans 1’induction de
la lyse de cellules tumorales par les DC (Alli et al. 2004) et des ligands de NKG2D ont été
identifiés sur les cellules tumorales, stressées ou infectées (Raulet 2003). Par ailleurs, la
stimulation de NKR-P2 a la surface de BMDC permet d’augmenter la lyse des cellules
tumorales induite par le NO (Srivastava et al. 2007). Néanmoins, I’implication de NKG2D
dans I’action tumoricide des DC CD4 ™ n’a pas pu étre confirmée. En effet, si ces ligands sont
retrouves sur la plupart des cellules sensibles a I’action tumoricide des DC CD4", leur
présence ne prédit pas pour autant la sensibilité des cellules cibles, certaines lignées (A20,
EL-4 transfectées avec un ligand de NKG2D) restant résistantes a la lyse par les DC CD4~
malgreé la présence de ligands de NKG2D. En outre, nous n’avons pas pu mettre en évidence
la présence de ce récepteur a la surface de ces DC. D’autres récepteurs activateurs pourraient
étre impliqués dans 1’induction du phénomene de cytotoxicité. Chez I’homme, NKG2D n’est
pas exprimé par les DC (Stary et al. 2007). Par contre, le récepteur activateur NKp44 a été
retrouvé sur les pDC du sang et des amygdales chez I’homme, cependant il semble que
I’engagement de ce récepteur ne soit pas suffisant pour conduire a la lyse de cellules cibles
(Fuchs et al. 2005). Ainsi, si le mécanisme de reconnaissance des cellules tumorales par les
DC cytotoxiques reste a définir, I’implication de récepteurs est probablement essentielle pour
I’induction de cette activité tueuse.

L’identification du mécanisme de cytotoxicité mis en jeu par les DC CD4™ représente
un autre challenge. Différents mécanismes ont été impliqués au sein des diverses descriptions
de DC «tueuses ». Plusieurs études ont ainsi observé I’intervention de TRAIL dans ces
phénomenes, 1’expression de ce dernier pouvant étre induite par I’'TFN de type I (Fanger et al.
1999; Santini et al. 2000; Liu et al. 2001) ou encore, pour les pDC, par les ligands de TLR7/8
(Chaperot et al. 2006; Stary et al. 2007). Néanmoins, il a été montré que les ligands de mort,
TRAIL, FasL et TNFa, n’intervenaient pas dans I’action tumoricide des DC spléniques de rat
CD4 ™ (Trinite et al. 2000). Ainsi, les cellules cibles exposées a ces DC tueuses subissent une
mort ressemblant a une apoptose indépendante des caspases et des mécanismes de mort

classiques (Trinite et al. 2005). La mort cellulaire indépendante des caspases peut étre induite

-133 -



Discussion

par une perméabilisation de la membrane mitochondriale conduisant au relargage, dans le
cytoplasme, de protéines pouvant directement induire le clivage de I’ADN, comme I’ AIF ou
I’EndoG. Néanmoins, il a ét¢ montré que la surexpression de Bcl-2, un facteur inhibiteur de la
perméabilisation mitochondriale, ne protégeait pas les cellules de la lyse par les DC CD4~
(Trinite et al. 2005). Le relargage de cathepsines provenant des lysosomes peut également
participer a I’induction d’une apoptose caspases indépendantes (Kroemer et al. 2005).
Néanmoins, la plupart de ces protéases sont inhibées par le Zvad fmk (Schotte et al. 1999) qui
n’affecte pas la mort cellulaire induite par les DC CD4 . Le granzyme A a également été
impliqué dans la mort cellulaire indépendante des caspases et de la surexpression de Bcl-2
(Martinvalet et al. 2005). Cependant, il a précédemment été montré que la cytotoxicité induite
par les DC CD4 était indépendante du Ca?* (Trinite et al. 2000). Or le Ca** est nécessaire &
I’induction de la mort cellulaire par un mécanisme granzyme-perforine, en participant a la
polymérisation de la perforine et, par voie de conséquence, a 1’entrée des granzymes dans la
cellule cible. Toutefois, des mécanismes de cytotoxicité impliquant les granzymes
indépendamment des perforines ont été observés. Ainsi, Gross et al. a décrit un mécanisme
d’entrée du GrzB indépendant des perforines (Gross et al. 2003). Dans leur modéle 1’Hsp70
exprimée par les cellules d’un carcinome colique humain facilitait le transfert du GrzB dans le
cytosol. Néanmoins, ce phénomeéne nécessitait un contact prolongé des cellules avec le Grz,
peu compatible avec la mort cellulaire rapide induite par les DC CD4™ du rat. Par ailleurs, les
GrzA et B peuvent, indépendamment des perforines, participer au clivage de protéines de la
matrice extracellulaire comme la fibronectine ou la laminine (Choy et al. 2004; Buzza et al.
2005). Le clivage de ces protéines peut conduire a la mort de cellules adhérentes par anoikis,
une forme d’apoptose induite par manque d’adhésion (Kroemer et al. 2009). Cependant, si les
DC CD4 tuent des cellules de lignées tumorales adhérentes, elles exercent également leur
activité cytotoxique vis a vis de cellules de lignées non adhérentes. Plusieurs études ont, en
outre, impliqué un mécanisme dépendant de la génération de NO dans I’effet tumoricide des
DC (Nicolas et al. 2007; Srivastava et al. 2007; Fraszczak et al. 2010; Lakomy et al. 2011).
Néanmoins, cette mort cellulaire impliquant le NO semble nécessiter des co-cultures de 48
heures, 1a encore, peu compatible avec 1’effet tumoricide rapide des DC CD4 . Enfin, 1’étude
de I’effet cytotoxique des DC CD4" vis a vis d’une nouvelle lignée tumorale de mésothéliome
a mis en exergue une nouvelle donnée concernant les mécanismes de cytotoxicité. En effet, si
jusqu’alors le Ca®* ne semblait pas nécessaire & I’induction de la mort cellulaire, il semble que

son absence diminue de fagon importante la mort de cette nouvelle lignée tumorale par les DC
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CD4". Cet élément complexifie ’analyse des mécanismes de cytotoxicité, suggérant que ces
derniers pourraient étre variables et s’adapter a la cible cellulaire impliquée.

Une des caractéristiques essentielle des DC cytotoxiques CD4~ du rat est leur capacité
a phagocyter trés rapidement les cellules tumorales aprés les avoir tuées (Trinite et al. 2005),
leur permettant ainsi d’acquérir des antigénes et de les présenter aux lymphocytes pour
induire une réponse immune adaptative. Il est envisageable que certaines DC exercent une
activité cytotoxique et que d’autres phagocytent les ¢léments apoptotiques. Néanmoins,
compte tenu de la rapidité du phénomene il est probable que ce soit les mémes cellules qui
exercent les deux fonctions. En outre, 1’état immature des DC cytotoxiques CD4~ coincide
avec leur importante capacité de phagocytose.

Méme si le réle in vivo des DC cytotoxiques n’est pas clairement établi, leur utilisation
en immunointervention pourrait s’avérer une piste prometteuse, en particulier dans le cadre de
I’immunothérapie anti-cancéreuse. En effet, plusieurs arguments tendent a penser que le
transfert adoptif de ces DC « tueuses » pourrait permettre de retarder la progression tumorale.
Ainsi, il a été observée, chez ’homme, une corrélation entre le nombre de DC infiltrant les
tumeurs et le nombre de cellules apoptotiques, que ce soit dans des cancers pulmonaires
(Kurabayashi et al. 2004) ou des biopsies de carcinomes baso-cellulaires traités avec de
I’Imiquimod (Stary et al. 2007), les DC stimulées avec ce ligand de TLR7 ayant, par ailleurs,
montré une activité tumoricide.

Un des écueils relatif a 1’utilisation de ces cellules est leur rareté. Dans ce cadre, le
recours a la cytokine FIt3L pourrait avoir un intérét. En effet, il a été observé que
I’administration de cette cytokine permettait d’expandre les DC in vivo chez la souris
(Maraskovsky et al. 1996) ou le rat (Turnbull et al. 2005) et que sa surexpression permettait
d’augmenter le nombre de NKDC spléniques chez la souris (Chaudhry et al. 2006). Il semble
que certaines populations de DC soient plus sensibles a cet effet, comme les cDC CD8a." de
la souris qui deviennent majoritaires dans la rate aprés administration de FIt3L (Maraskovsky
et al. 1996). De fagon similaire, dans notre étude, I’injection d’un adénovirus codant pour le
FIt3L humain a permis d’amplifier majoritairement la population de DC spléniques
CD103'CD4". En outre, I'utilisation de cette cytokine ne semble pas avoir d’impact sur la
fonctionnalité des DC (O'Keeffe et al. 2002), y compris sur leurs capacités de cytotoxicité et
de phagocytose. Ainsi, I’administration de FIt3L semble constituer un moyen efficace

d’expandre certaines populations de DC comme les DC cytotoxiques CD4™ spléniques du rat.
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En théorie, les DC cytotoxiques pourraient agir en attaquant directement les cellules
tumorales. Néanmoins, il semble difficilement envisageable que ces cellules rares soient
recrutées en nombre suffisant pour induire une régression tumorale de part leur seul effet
cytotoxique. Cette activité tueuse pourrait, toutefois, permettre aux DC de capturer des
antigenes tumoraux les conduisant a induire ensuite une réponse immune anti-tumorale
spécifique.

Le recours a I’utilisation de DC chargées de peptides tumoraux est un axe important de
la recherche en immunothérapie des cancers. Les DC cytotoxiques pourraient, dans ce cadre,
acquérir directement les antigénes tumoraux ex vivo, pour induire, par la suite, une réponse
immune anti-tumorale spécifique in vivo. Il a ainsi été montré que le transfert adoptif
d’IKDC ou de NKDC préalablement activées entrainaient une perturbation de la croissance
tumorale (Chaudhry et al. 2006; Taieb et al. 2006). Nous avons, en outre, montré dans notre
mode¢le d’ostéosarcome chez le rat, que les DC « tueuses » CD4™ cultivées préalablement en
présence de cellules tumorales provenant de la lignée d’ostéosarcome OSRGa, pouvaient
induire une régression tumorale in vivo. Par ailleurs, cet effet est spécifique, les DC cultivées
avec une autre lignée tumorale ne conduisant pas au méme effet bénéfique chez les rats
porteurs d’ostéosarcome. Méme si ce résultat reste a confirmer dans d’autres modeles
tumoraux, cet élément suggere que les DC cytotoxiques, apres avoir capturé les antigénes,
sont capables d’induire une réponse immune adaptative specifique.

Il a ét¢ montré que des MoDC d’ascite pouvaient tuer puis phagocyter des cellules
tumorales ovariennes apoptotiques et que ces DC cultivées en présence des cellules tumorales
entrainaient la prolifération de CTL spécifiques, suggérant une capacité de cross-présentation
(Yang et al. 2001). Dans notre modéle d’ostéosarcome, les animaux déplétés en LT CD8"
n’étaient plus répondeurs au traitement par les DC cytotoxiques, suggérant la mise en jeu
d’une réponse CTL spécifique conduisant a la régression tumorale. Néanmoins, nous
n’avons pas les données nécessaires pour exclure une intervention concomitante des LT CD4".

L’induction d’une réponse CTL spécifique par ces DC suggére qu’elles soient
capables de cross-présenter les antigénes tumoraux. Cette fonction rapproche les DC CD4~
des DC CD8a" de la souris dont la phagocytose de cellules apoptotiques et la cross-
présentation constituent des caractéristiques fonctionnelles (lyoda et al. 2002; Schulz et al.
2002; Villadangos et al. 2007). Néanmoins, si ces DC CD8a" ont initialement été décrites
comme pouvant tuer des LT CD4" (Suss et al. 1996), cette fonction cytotoxique n’a pas été

confirmée par d’autres études.
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En fait les DC cytotoxiques natives decrites chez la souris sont essentiellement
représentées par des cellules hybrides, NKDC ou IKDC, dont I’appartenance au groupe des
DC est discutée. Ces cellules sont caractérisées par la coexpression de marqueurs de cellules
NK et de DC, une capacité a tuer les cellules tumorales via un mécanisme TRAIL dépendant
et la production d’une grande quantité d’IFNy (Chan et al. 2006; Taieb et al. 2006). Depuis
quelques années le rattachement de ces cellules a la famille des DC est sujet a débat, des
analyses phénotypiques et fonctionnelles tendant & considérer ces cellules comme des cellules
NK activées (Blasius et al. 2007; Caminschi et al. 2007; Vosshenrich et al. 2007). Néanmoins,
plusieurs études récentes, ont montré qu’en présence de cellules tumorales, ces cellules, en
plus de leur activité cytotoxique, présentaient bien des fonctions de CPA (Himoudi et al.
2009; Pletneva et al. 2009; Terme et al. 2009). Il a en outre été démontré que la population
d’IKDC CDI11b" pouvait activer les LT CD4" ainsi qu’exercer une fonction de cross-
présentation et activer les LT CD8" (Terme et al. 2009).

Les DC spléniques cytotoxiques CD4~ du rat ne correspondent pas a ces cellules
hybrides. En effet, au niveau phénotypique, ces cellules se différencient clairement des
cellules NK, en particulier par leur expression des marqueurs CMH-I1, CD11b et CD103 et
I’absence de NKp46. Par ailleurs, elles produisent treés peu d’IFNy (Hubert et al. 2006). Elles
ont en outre la capacité de phagocyter trés rapidement les cellules tumorales apres les avoir
tuées (Trinite et al. 2005). Enfin, ce sont des APC efficaces apres activation via 1’engagement
des TLR ou du CD40L (Hubert et al. 2006).

Sur le plan de leur activité cytotoxique il est donc difficile de trouver un équivalent
chez la souris de nos DC « tueuses » du rat. Néanmoins, plusieurs éléments sont en faveur
d’un rapprochement entre les cDC CD4™ du rat et les cDC CD8a.” de la souris. Ainsi ces deux
populations de DC conventionnelles sont marquées par 1’absence d’expression de Sirpa, une
expression importante du TLR3, une forte capacité de phagocytose des cellules apoptotiques
et une production importante d’IL-12 avec 1’induction d’une polarisation des LT vers la voie
Th1 (Hubert et al. 2006; Shortman et al. 2010).

Les descriptions de DC cytotoxiques chez I’homme sont nombreuses et ne se limitent
pas a une seule population. Il est donc difficile sur cette seule activité cytotoxique d’identifier
une population de DC humaines équivalente a la population de DC «tueuses » CD4~
identifiée chez le rat. Néanmoins, depuis quelques années il est tenté de rapprocher les

différentes populations de DC au sein de diverses especes. Ainsi, plusieurs études ont cherché
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a identifier, sur la base de caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles, un équivalent
potentiel des cDC CD8a." de souris chez ’homme, qui pourrait, par extension, étre rapproché

des cDC spléniques CD4™ du rat (Tab. 3).

Etude fonctionnelle des mDC CD141"

L’étude des populations de DC humaines est longtemps restée délicate compte tenu de
la raret¢ de ces cellules. Du fait de sa facilit¢ d’acces, le sang représente une source
intéressante de DC. L’arrivée de nouveaux marqueurs a permis d’améliorer la caractérisation
des différentes populations de DC sanguines. Ainsi, au sein des cellules lineage  HLA-DR"
trois populations de DC peuvent étre distinguées : une population de pDC, marquée par
I’expression des marqueurs CD123, BDCA-2 et BDCA-4 et 1’absence de CDll1c, et deux
populations de mDC CD11c", différenciées sur la base de ’expression des marqueurs CD1c
(mDC1) ou CD141 (mDC?2). Enfin, la population cellulaire lineage HLA-DR'CD16",
initialement rattachée aux DC, est désormais rapprochée des monocytes (Ziegler-Heitbrock et
al. 2010). Des analyses du transcriptome ont permis d’effectuer des rapprochements entre DC
humaines et DC murines. Plusieurs similitudes ont ainsi été identifiées entre mDC2 humaines
et cDC CD8a" murines (Robbins et al. 2008). Ces éléments ont été renforcés par la présence
de marqueurs communs entre les deux populations tels que Clec9A, Necl-2, ou encore XCR-1
(Galibert et al. 2005; Caminschi et al. 2008; Huysamen et al. 2008; Sancho et al. 2008;
Bachem et al. 2010; Crozat et al. 2010; Jongbloed et al. 2010; Poulin et al. 2010).

L’extréme raret¢ des mDC2 humaines, qui ne représentent que 0,03% des cellules
sanguines, a considérablement limitée leur étude fonctionnelle. Nous sommes parvenus a
mettre au point une technique de purification permettant d’obtenir les deux populations de
mDC avec de bonnes puretés et viabilités. Néanmoins, le nombre de cellules CD141" reste
limité, puisque a partir d’un milliard de PBMC seules 150 000 cellules en moyennes sont
obtenues. Ainsi, si cette technique permet d’étudier certaines fonctions des mDC2 le faible
nombre de cellules obtenues reste un facteur limitant. De plus, cette technique implique une
sélection positive qui comporte toujours le risque d’une altération fonctionnelle non
physiologique des cellules. Une autre stratégie a été mise en ceuvre par 1’équipe de Poulin et
al. pour tenter de palier a ce probléme. Ainsi, cette équipe a montré qu’il était possible de
générer in vitro des DC ClecOA™CD141" a partir de progéniteurs hématopoiétiques, ces DC

présentant des caractéristiques phénotypiques similaires aux mDC2 sanguines (Poulin et al.
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2010). Cette stratégic pourrait permettre de faciliter 1’étude de cette population rare de DC,
mais elle s’éloigne toutefois de 1’in vivo.

Du fait de I’absence d’expression des TLR4, 5 et 7, les mDC2 présentent un profil
d’expression des TLR restreint comparativement a celui des mDC1. Ainsi, ces cellules
expriment fortement le TLR3, et dans une moindre mesure, les TLR1, 2, 6, 8 et 10, leur
conférant une spécialisation de reconnaissance des lipopeptides bactériens et des ARN viraux.
En outre, si la forte expression de TLR3 constitue un point commun entre mDC2 humaines,
cDC CD8a" de souris et cDC CD4™ du rat, le profil d’expression des TLR des mDC2 reste
plus restreint, ces cellules n’exprimant pas les TLR 4, 5 et 9, contrairement a leur potentiels
homologues chez la souris et le rat (Edwards et al. 2003; Hubert et al. 2006).

Si I’expression du TLR10 par les mDC2 ne permet pas de les rapprocher des cDC
CD8a" murines, le TLR10 n’étant qu’un pseudogéne chez la souris, elle reste un élément
important dans la différenciation des deux populations de mDC. S’il a été montré que ce TLR
se rapprochait phylogénétiquement des TLR1 et 6 (Chuang et al. 2001), les données le
concernant restent encore limitées. Selon une étude récente il formerait des hétérodimeres
avec le TLR2 et partagerait des ligands communs avec le TLR1, incluant des composants de
la surface de bactéries et de champignons (Guan et al. 2010). Néanmoins, malgré ce
rapprochement, le TLR10 se différencierait du TLR1 par la voie de signalisation mise en jeu.
Ainsi, si ’engagement du TLR2/10 semble associ¢ & un recrutement de MyD8S, il ne
conduirait pas a I’activation de NF-«xB, contrairement aux TLR1/2 et 2/6 (Guan et al. 2010).
Le profil d’expression restreint du TLR10 est un autre élément en faveur de sa distinction
avec les TLR1 et 6. Son expression a essentiellement été retrouvée dans les tissus lymphoides
incluant la rate, les ganglions lymphatiques, le thymus et les amygdales ou il est fortement
exprimé par la lignée B et, dans une moindre mesure par les pDC (Hornung et al. 2002;
Bourke et al. 2003). Nos données permettent, en outre, d’ajouter les mDC2 aux cellules
exprimant ce TLR, cette expression étant similaire a celle des pDC. Enfin, le TLR10 a
également éte retrouvé sur les lymphocytes Treg, son expression étant régulée par FOXP3, et
pourrait ainsi jouer un role dans le contréle d’une réponse immune adaptative (Bell et al.
2007). En outre, des polymorphismes au sein du cluster regroupant les genes des TLR1, 6 et
10 ont été associés a différentes maladies, comme 1’asthme (Lazarus et al. 2004), la maladie
de Crohn (Abad et al. 2011), le carcinome naso-pharyngé (Zhou et al. 2006) ou encore les
lymphomes non hodgkiniens (Purdue et al. 2009). Ainsi, si le TLR10 se rapproche du TLR1

quand a sa réponse a divers ligands et sa coopération avec le TLR2, la voie de signalisation
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mise en jeu se distingue de celle des autres membres de la famille du TLR2. Il est possible
qu’il puisse y avoir une compétition entre les TLR1 et 10 quant a leur liaison aux ligands et
que cette compétition puisse avoir des conséquences au niveau fonctionnel en conduisant a
I’expression de différentes molécules. Compte tenu de 1’absence d’expression du TLR2 par
les pDC, le role du TLR10 au sein de cette population pourrait étre trés limité. A I’inverse, la
présence de ce TLR sur les mDC2 pourrait leur conférer une fonctionnalité specifique.
Cependant, pour confirmer cette hypothése, les données sur le TLR10, tant au niveau des
ligands que des voies de signalisations, restent a approfondir. Ces données pourraient, par
ailleurs, s’avérer essentielles pour la mise en place de thérapeutiques ciblant le TLR2.

L’analyse de I’expression des TLR sur les mDC a, par ailleurs, été confirmée par la
réponse de ces cellules a différents ligands de TLR. Si les réponses des mDC2 aux ligands
de TLR3 et 7 ont précédemment été étudiées (Jongbloed et al. 2010; Poulin et al. 2010), notre
travail a permis de montrer, pour la premiére fois, la réponse des deux populations de mDC a
un large panel de ligands de TLR. Ainsi, contrairement aux mDC1 qui répondent & tous les
ligands de TLR sauf le CpG, ligand de TLRY, les mDC2 ne répondent qu’aux ligands des
TLR1/2, 3 et 8. Le ligand de TLR1/2, Pam3Cys, utilisé dans notre étude serait également
reconnu par les TLR2/10 (Guan et al. 2010). L’imputabilité aux TLR1 et 10 de I’effet observé
avec ce ligand sur les mDC2 est donc difficile a déterminer. Néanmoins, il est possible que la
présence de TLR10 sur les mDC2 soit responsable, via un phénoméne de compétition avec le
TLR1, de leur moindre production de chimiokines chemoattractantes apres activation par le
Pam3Cys, comparativement aux mDC1.

Les mDC2 sont globalement de faibles productrices de cytokines et chimiokines
comparativement aux mDC1 in vitro. Elles semblent, en outre, jouer un r6le important dans
I’induction d’une réponse pro-inflammatoire et le recrutement de cellules de I’immunité innée.
Ainsi, ces cellules produisent de forte quantité de CCL5 (RANTES) aprés stimulation par le
Polyl:C. CCL5 est une molécule chémoattractive pour de nombreux types cellulaires tels que
les monocytes, les cellules NK (Loetscher et al. 1996), les LT mémoires (Schall et al. 1990),
les éosinophiles (Rot et al. 1992) et les DC (Dieu et al. 1998) et participe a I’activation des
LT (Bacon et al. 1995). Par ailleurs, cette chimiokine jouerait un réle important dans le
maintien de la réponse lymphocytaire T CD8 durant les infections virales chroniques
(Crawford et al. 2011). Les mDC2 produisent egalement de grande quantité de CXCL10, en
particulier apres stimulation par le TLR3. Cette chimiokine est impliquée dans le recrutement
des LT activés et plus particulierement des LT Th1 (Dufour et al. 2002). Ainsi, outre le role

des mDC2 dans I’induction d’une réponse immunitaire innée, ces cellules jouent également
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un role dans la mise en place d’une réponse T adaptative. En outre, CCL5 et CXCL10 sont
deux molécules impliquées dans le recrutement des cellules NK et des LT actives. Or, XCL1,
le ligand de XCR1, est spécifiquement exprimé par les cellules NK et les LT CD8" activés
(Muller et al. 1995; Dorner et al. 2002; Dorner et al. 2009). Ainsi, ces différentes chimiokines
pourraient constituer un circuit entre les mDC2 exprimant XCR1, et les cellules NK et les LT
actives, attirés par CCL5 et CXCL10.

Les mDC2 sont caractérisees par une forte expression de TLR3, un TLR qui est
impliqué, contrairement aux TLR1/2, dans la production d’IFN de type I (Fitzgerald et al.
2003). Or, il est intéressant de constater que les mDC2 produisent de grandes quantités
d’IFNB apres stimulation du TLR3, cette production étant plus importante que celle des
mDCI1. Outre la reconnaissance d’ARN viraux par le TLR3, cette production d’IFN de type I
conforte le role des mDC2 dans I'immunité anti-virale. Cette forte sécrétion d’IFNf est
également retrouvée avec la population de cDC CD8a." de la souris stimulées par du Polyl:C
(Scheu et al. 2008), conférant un autre point commun avec les mDC2 humaines. Cet élément
peut étre rapproché de I’absence d’expression de SIRPo par ces deux populations,
contrairement aux cDC CD8a murines et mDC1 humaines (Lindstedt et al. 2005; Lahoud et
al. 2006). De méme chez le rat, la population splénique CD4™ n’exprime pas cette protéine
(Voisine et al. 2002). Or, il a été montré que SIRPa. était impliquée dans I’inhibition de la
production d’IFN de type I via I’engagement du TLR3 (Dong et al. 2008). La forte production
d’IFN par les mDC2 pourrait, par conséquent, étre en partie liée a I’absence de SIRPa. Le
role des mDC2 dans I’immunité anti-virale est en outre conforté par leur forte production
d’IFNA aprés stimulation par le Polyl:C (Lauterbach et al. 2010), capacité partagée avec les
cDC CD8a" murines. Or, cette cytokine est associée, entre autre, a une fonction anti-virale
(Li et al. 2009).

L’TFNp augmenterait, par ailleurs, la présentation croisée visant & induire une réponse
CTL (Le Bon et al. 2008), ce qui pourrait constituer une fonction importante des mDC2. En
fait, plusieurs études ont suggéré que les mDC2 se rapprochaient des cDC CD8a" par leur
forte capacité a cross-présenter les antigénes. Cette fonction leur confererait, la encore, un
role important dans I’immunité anti-virale (Allan et al. 2003; Belz et al. 2005) mais
également dans les défenses, plus largement, contre les pathogenes intracellulaires ainsi que la
réponse anti-tumorale (Belz et al. 2005; Lundie et al. 2008; Mashayekhi et al. 2011).
Plusieurs etudes ont montré que les mDC2 était capables de cross-présenter (Bachem et al.
2010; Crozat et al. 2010; Jongbloed et al. 2010; Poulin et al. 2010). Neanmoins, cette
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fonction de présentation croisée n’est pas aussi caractéristique des mDC2 qu’elle peut 1’étre
pour les cDC CD8a" murines. En effet, cette capacité n’est pas limitée aux seules mDC2
humaines, les mDC1 ayant également la capacité de cross-présenter et pouvant méme s’avérer
plus efficaces que les mDC2 dans cette fonction (Mittag et al. 2011). En outre, la stimulation
par le TLR3 semble étre un élément essentiel pour 1’obtention d’une forte capacité de
présentation croisée des mDC2 (Crozat et al. 2010; Jongbloed et al. 2010; Poulin et al. 2010).
Or, si cette stimulation permet d’augmenter la cross-présentation par les cDC CD8a."” murines,
elle n’est pas indispensable, ces DC restant plus efficaces dans cette fonction, méme en
I’absence de ligand de TLR3, que les cDC CD8a (Pooley et al. 2001; Schnorrer et al. 2006).

Les mDC2 pourraient se rapprocher davantage des cDC CD8a" par leur plus forte
capacité a capturer des antigenes provenant de cellules mortes ou apoptotiques. En effet,
les cDC CD8a." murines sont particuliérement efficaces dans la capture d’antigénes provenant
de cellules apoptotiques ou nécrotiques (lyoda et al. 2002; Schulz et al. 2002; Schnorrer et al.
2006), en particulier aprés activation du TLR3 (Schulz et al. 2005). 1l semble que la lectine
Clec9A soit impliquée dans ces phénoménes de capture des cellules apoptotiques ou
nécrotiques (Sancho et al. 2009). Or cette lectine est exclusivement exprimée sur les mDC2
humaines (Caminschi et al. 2008) et une étude récente a montré qu’elle jouait un role
important dans la capture antigénique et la présentation croisée (Schreibelt et al. 2012). Si la
capacité de cross-présentation des DC spléniques CD4™ du rat n’a pas été formellement
démontrée, ces cellules peuvent phagocyter trés efficacement des cellules apoptotiques ou
nécrotiques contrairement aux DC CD4" (Trinite et al. 2005). En outre, les résultats obtenus
suite a 1’utilisation de ces DC dans notre modele d’ostéosarcome suggerent fortement un role
de ces cellules dans la génération d’une réponse CTL et, par voie de conséquence, dans la
présentation croisée.

Si cette capture d’antigénes provenant de cellules apoptotiques ou nécrotiques
rapproche les mDC2 des DC spléniques CD4™ du rat, nous n’avons pas pu montrer que cette
population de DC humaines présentaient une capacité de cytotoxicité comparable aux DC
« tueuses » du rat. Plusieurs équipes ont montré que les DC humaines du sang pouvaient
exercer une activité cytotoxique. Ainsi, deux études ont identifié une activité tumoricide des
DC sanguines lineage HLADR*CD4" fraiches vis-a-vis de cellules tumorales (Janjic et al.
2002; Lu et al. 2002). Le mécanisme de cytotoxicité mis en jeu impliquait les récepteurs de
mort. Il est possible qu’au sein de ces DC sanguines seules certaines sous-populations de DC

exercent cette activité tumoricide. Néanmoins, si nous avons pu observer une activité
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cytotoxique des mDC vis a vis de la lignée tumorale Jurkat, les deux sous-populations de
mDC semblent exercer cette activité tumoricide avec la méme intensité. Les mDC2 ne
présentent donc pas une fonction cytotoxique équivalente a celle des ¢cDC CD4 du rat.
Toutefois, il est important de souligner que les mDC2 étudiées sont des DC sanguines,
contrairement aux DC cytotoxiques du rat d’origine splénique. Or, il est possible que les DC
sanguines soient différentes des DC spléniques.

Cependant, une étude récente a montré que les populations de DC spléniques étaient
globalement similaires a celles du sang, malgré un effet moins notable du Polyl:C sur les DC
CD141" spléniques, élément qui concorde avec une expression plus faible du TLR3 par ces
DC, comparativement a leur homologue dans le sang (Mittag et al. 2011). Ainsi, malgré les
similitudes, il est envisageable que certaines fonctions puissent différer entre DC sanguines et
DC spléniques. Par ailleurs, une population de DC CD141™"CD103™ a été identifiée dans les
ganglions drainant de la peau (van de Ven et al. 2011). Une population CD141"%" a également
été retrouvée dans le derme, cette population exprimant les marqueurs Clec9A, Necl-2 et
XCR1 (Haniffa et al. 2012) et pouvant correspondre a des DC dérivées des mDC2 du sang.
Ces DC produisent de grande quantité de CXCL10 aprés stimulation par le TLR3, mais pas
d’IL12p70 (Haniffa et al. 2012).

Cette derniére cytokine est particulierement importante pour la polarisation de la
réponse lymphocytaire T. Les DC jouent un réle essentiel dans cette polarisation. Une des
caractéristiques des cDC CD8a." de la souris et des cDC CD4~ spléniques du rat est leur
capacité a produire de grandes quantités d’IL-12 (Reis e Sousa et al. 1997; Hochrein et al.
2001; Hubert et al. 2006), conduisant a une polarisation Th1l. Néanmoins, cette production
nécessite, outre 1’engagement des TLR, une stimulation via le CD40 ou un cocktail de
cytokines comprenant IFNy, GM-CSF et IL-4 (Hochrein et al. 2000). De méme, chez
I’homme D’activation par des ligands de TLR ne suffit par pour induire une production d’IL-
12 (Poulin et al. 2010), ce qui pourrait expliquer 1’absence de détection in vitro de cette
cytokine par les DC purifiées dans notre étude. Il semble que 1’élément stimulateur pour les
mDC?2, a coté de I’engagement des TLR, différe de celui des cDC CD8a." murines. Ainsi, un
signal additionnel provenant de LT ou d’un mélange de cytokines comprenant IFNy, TNF,
IFNa et IL-1B serait nécessaire (Jongbloed et al. 2010; Poulin et al. 2010). Néanmoins,
I’importance de cette production d’IL12 par les mDC2 reste difficile & mettre en évidence.
Ainsi, une étude portant sur les DC CD141"" dermiques a montré que ces cellules ne

produisaient pas d’IL-12, méme en présence du cocktail de cytokines présenté préecédemment
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(Haniffa et al. 2012). Par ailleurs, 1’étude des différentes populations de DC humaines de la
rate montre que toutes les cDC peuvent sécréter de 1’IL-12 en présence de CD40L, IFNy, IL-4
et GM-CSF, sans qu’il y ait une production plus importante par les DC CD141" (Mittag et al.
2011). Ainsi, si la forte production d’IL-12 est caractéristique des cDC CD8c." murines, cette
fonction reste plus discutée en ce qui concerne les mDC2 humaines. Néanmoins, les mDC2
polarisent efficacement les LT vers une voie Thl apres activation par le Polyl:C. La forte
production de CXCL10 pourrait participer a cette polarisation Thl.

De facon étonnante une sécrétion importante d’IL-12p40 par les mDC2 stimulées par
les ligands de TLR1/2 et 3, est retrouvée dans notre test de stimulation en sang total. Méme
si seule I’TL-12p40 est détectée dans ce test, ce résultat laisse a penser que les mDC2 peuvent
en fait produire de I’IL-12p70 en quantité relativement importante apres engagement des TLR.
Cette discordance entre test sur cellules purifiées et test en sang total pourrait s’expliquer par
notre technique de purification des mDC au cours de laquelle les cellules subissent un
marquage avec un anticorps anti-CD141 qui pourrait avoir un effet délétere sur la production
ultérieure d’IL-12 par les DC. Par ailleurs, cette discordance pourrait également étre liée a des
coopérations cellulaires et a I’environnement cytokinique. Ainsi, le test en sang total pourrait
constituer un meilleur reflet de ’effet des ligands de TLR in vivo, comparativement aux
techniques sur cellules purifiées. Une autre particularité de ce test est la détection d’une faible
réponse des mDC2 au CpG. Ces cellules n’expriment pas le TLRY, cependant, cette réponse
pourrait étre liée a I’expression d’un autre récepteur au CpG, hypothése qui reste a confirmer.
En outre, cette analyse a I’avantage de nécessiter tres peu de sang ce qui lui confere un intérét
particulier pour I’étude de la fonctionnalité des populations de DC dans différentes conditions
pathologiques, lorsqu’il est difficile d’obtenir des patients des quantités suffisantes de sang
pour purifier les DC. Les données concernant les mDC2 dans différentes pathologies, que ce
soit maladies auto-immunes ou infections, restent limitées. Quelques données sont disponibles
concernant les variations de fréquence au sein de diverses pathologies. Ainsi il a été observé
une diminution de la fréquence des mDC2 dans le syndrome de Gougerot Sjogren (Vogelsang
et al. 2010). A I’inverse la fréquence de ces cellules serait augmentée au cours des acces
palustres (Urban et al. 2006) ou encore chez les patients atopiques souffrant d’asthme
(Yerkovich et al. 2009). Néanmoins, la fonctionnalité des mDC2 n’a pas été étudiée dans ces
pathologies, la rareté de ces cellules rendant difficile cette analyse. Ce test représente donc
une alternative intéressante pour 1’é¢tude de la fonctionnalit¢ des mDC2 dans différentes

pathologies.
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Tableau 3 : Les différentes populations de cDC et pDC

DC humaines du sang (rate, ganglions)

Phénotype

mDC CD1c* mDC CD141* pDC
LinHLADR* LinHLADR* LinHLADR*
CD11b*CD11c** CD11b CD11c* CD11bCD1lc”

CD4'CD8 CD45R0O"*
CD1c*

Sirpa*

CD80 CD83 CD86™
CD62L"

CD4'CD8 CD45RO*
CD141*
XCR1"Clec9A*Necl2*
CD80CD83°CD86™
CcD62L*"

CD4"CD8 CD45RA"
CD123"CD303*CD304"

CD80"CD83°CD86"
CD62L""

Expression des TLR

Tous les TLR sauf les
TLR7 et 9

TLR1,2,3,6et8

TLR7,9et 10

Fonctions

Phagocytose
Activation LT CD4" et
cD8*

Polarisation Thl

Phagocytose
Activation LT CD4" et
CD8" (++ aprés
activation du TLR3)
Polarisation Thl

Activation NK et LT
CcD8"*
Polarisation Thl

CXCL10, IFNB, IFNA ++

. . IL-12 o IFN type | ++
Cytokines produites IL-1B, IL-6 IL-12 (+ selon conditions IL-12, IL-6, IL-8
de stimulation)
DC murines spléniques (ganglions)
cDC CD11b* cDC CD8a* pDC
o . Lin CMH-11"™"
Lin"CMH-11* Lin CMELIT CD11b CD11c"™
4 + CD11b™"CDl11c L _
. CD11b"CD1lc e CD4"CD8a
Phenotype CD40u CD8or, Sirpar” | S28%» Sirpa B220*Ly6C"
XCR1"Clec9A ™ Necl2 CD86*
CD62L""

Expression des TLR

Tous les TLR sauf les
TLR3, 11 et 12

TLR2, 3,4,9,11et 12

Surtout TLR7 et 9

Fonctions

Phagocytose
Activation LT CD4"
Polarisation Th2

Phagocytose (cellule
apoptotique / nécrotique)
Présentation croisée ++
Activation LT CD8"
Polarisation Thl

Activation NK et LT
CcD8*
Polarisation Thl

IL-12+++

Cytokines produites IL-4 IFN type I, IFN IFN type I++
DC spléniques du rat
cDC CD4+ cDC CD4- pDC
Lin"CMH-1I* Lin"CMH-II* Lin"CMH-II*
CD11b*CD11c* CD11b*CD11c* CD11b CD1l1c
Phénotvoe CD4"CD45R™ CD4‘C_D45R‘ CD4*CD45R*
yp OX62"Sirpa 0X62""Sirpor 0X62Sirpo’
CD80'CD86" CD80""CD86" CD80 CD86""
CD62L" CD62L" cD62L"Y
Tous les TLR sauf le
Expression des TLR Tous les TLR TLR8 (prédominance des | Surtout TLR7 et 9
TLR1, 2 et 3)
Fonction Polarisation Thl/Th2 Ehag&c)z/itgfgﬁ Polarisation Thl
onctions Activation LT CD8* ytotoxic Activation LT CD8"
Polarisation Thl
. . IL-12+ IL-12 +++ IFNo/B +++
Cytokines produites IL-10++ TNFa, IL-10 + IL-12, IL-6, TNFa ++
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En conclusion, les résultats obtenus avec les DC « tueuses » CD4~ du rat ont permis
de montrer que les DC cytotoxiques pouvaient représenter un outil prometteur pour une
utilisation en immunothérapie anti-cancéreuse, et cela par leur capacité a tuer les cellules
tumorales, a capturer les antigenes puis a induire une réponse adaptative spécifique.

Il est difficile de mettre en évidence une population de DC présentant la méme
fonction cytotoxique chez I’homme. Toutefois, malgré quelques divergences, plusieurs points
communs tendent a rapprocher les cDC CD8a." de souris avec les DC CD4™ du rat et les
mDC2 humaines. Bien que ces cellules ne semblent pas exercer d’activité tumoricide
prépondérante, elles joueraient un role important dans la capture d’antigénes provenant de
cellules apoptotiques et nécrotiques, leur conférant un intérét particulier dans 1I’immunité anti-
virale et anti-tumorale. L’utilisation de Polyl:C comme adjuvant dans les vaccins pourrait
permettre d’activer plus particuliérement ces cellules. Les connaissances sur cette population
de DC restent malgré tout a approfondir et le test de stimulation en sang total pourrait

constituer un outil particulierement intéressant dans ce contexte.
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ETUDE D’UNE SOUS-POPULATION DE CELLULES DENDRITIQUES
CYTOTOXIQUES CHEZ LE RAT ET DE SON EQUIVALENT POTENTIEL CHEZ
L’HOMME

Les cellules dendritiques (DC) jouent un role clé dans le contr6le des réponses immunes par
leur capacité a stimuler les lymphocytes T naifs. Notre équipe a précédemment identifié chez
le rat une population de DC possédant une activité cytotoxique anti-tumorale in vitro,
associée a une phagocytose rapide des cellules cibles. Par la suite, des DC tueuses (KDC,
killer DC) ont été décrites chez ’homme et le rongeur. Nous montrons ici que les KDC du rat
tuent et phagocytent efficacement les cellules issues d’un ostéosarcome de rat in vitro. Aprés
injection a des rats porteurs d’un ostéosarcome, ces KDC, chargées en antigénes tumoraux,
induisent une régression tumorale in vivo. Nous avons cherché a identifier ’homologue
humain de ces KDC. Plusieurs arguments suggérent que les DC myéloides (mDC) CD141"
humaines seraient les équivalents des KDC du rat. Nous avons, tout d’abord, purifi¢ les DC
circulantes CD141" et CD1c" humaines. Contrairement aux DC CD1c", les DC CD141"
présentent un répertoire de TLR restreint, avec une réponse aux ligands des TLR1/2, 3 et 7/8,
et produisent principalement des cytokines et chimiokines impliquées dans I’inflammation et
le recrutement cellulaire. Les deux populations de mDC ont une activité cytotoxique modérée
in vitro. Enfin, nous avons développé un test en sang total pour évaluer la réponse aux
ligands de TLR des populations de DC circulantes qui représente une alternative pour
I’analyse de la fonctionnalité de ces DC dans différentes pathologies. En conclusion, nos
résultats apportent de nouvelles données sur la fonctionnalité de ces populations de DC
potentiellement utiles pour le développement de nouvelles immunothérapies.

Mots-clés : cellules dendritiques, cytotoxicité, tumeur, rat, CD141, TLR, cytokines

STUDY OF A SUBSET OF CYTOTOXIC DENDRITIC CELLS IN RATS AND ITS
PUTATIVE EQUIVALENT IN HUMAN

Dendritic cells (DC) play a critical role in the control of innate and adaptative immune
response through their unique ability to stimulate naive T cells. We previously identified in
the rat a subset of conventional DCs with an in vitro cytotoxic activity against various tumor
cell lines, associated to a rapid phagocytosis of the target cells. Subsequently, so called killer
DCs (KDCs) have been described in human and rodent. We show here that rat KDCs
efficiently killed and phagocytosed osteosarcoma-derived tumor cells in vitro. After injection
to osteosarcoma-bearing rats, such antigen loaded KDCs induce a CD8 dependent tumor
regression in vivo. We sought to identify human counterpart of rat KDCs. Several arguments
suggest that human CD141" myeloid DCs (mDC) are equivalents to rat CD4~ DCs (KDCs).
We first isolate highly pure CD141" and CD1c” human blood mDCs. In contrast to CD1c"
mDCs, CD141" mDCs present a restricted TLR pattern, with a responsiveness limited to
TLR1/2, 3 and 7/8 ligands and produce mainly cytokine/chemokine implicated in
inflammation and immune cells recruitment. Both mDC subsets appeared to have moderate
cytotoxic activity in vitro. Finally, we developed a whole blood assay to assess the
responsiveness of blood DC subsets to TLR ligands that appears an interesting alternative for
testing the functions of DC subsets under pathological settings. In conclusion, our results
provided new insights in the functional specialization of DC subsets both in rodents and
human which could be useful for establishing new immunotherapies.
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