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Introduction

INTRODUCTION

Le systeme immunitaire contribue a la protection de I'individu en reconnaissant puis
en éliminant aussi bien les organismes exogénes que les cellules tumorales. Ce systeme fait
intervenir I'immunité naturelle (innée) et l'immunité acquise (adaptative) (Doherty and
Robertson, 2004). L'immunité innée est mise en ceuvre tres rapidement lors d’une infection.
Elle implique les lymphocytes ‘Natural Killer’ (NK) ainsi que des cellules phagocytaires telles
que les macrophages et les granulocytes. Ces cellules constituent une premiere ligne de
défense formant une réponse immunitaire non spécifique. Les motifs moléculaires reconnus

sont partagés par de nombreux pathogénes.

L'immunité acquise intervient ultérieurement et est dirigée de maniére spécifique
contre un antigene (Ag) donné exprimé par le pathogéne ou la cellule tumorale. On
différencie I'immunité acquise a médiation humorale et I'immunité a médiation cellulaire. La
premiere fait intervenir les lymphocytes B (LB) responsables de la production d’anticorps
(Ac). La seconde met en jeu les lymphocytes T (LT). Les LT CD8+ reconnaissent un antigene
présenté par la molécule du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de type I. Apres
activation, ils se différencient enlymphocytes T cytotoxiques (CTL). Les LT CD4+
reconnaissent un antigene présenté par la molécule du CMHde type Il. Leur action
principale est la sécrétion de cytokines, afin d’orienter et amplifier la réponse immunitaire.
Les cellules de I'immunité acquise sont mise en place suite a une primo-infection et
permettent ainsi une reconnaissance et une élimination rapide du pathogéne lors d’une

deuxieme infection.

Depuis quelques années une nouvelle approche thérapeutique s’intéresse au
controle et a I'orientation du systéme immunitaire. Il s’agit de I'immunothérapie (Murphy,
2010). Cette approche a pour objectif de moduler le systeme immunitaire a deux niveaux en
fonction des pathologies. Dans le cadre de la transplantation et des maladies auto-immunes,
I’objectif est d’inhiber le systéme immunitaire et d’induire une tolérance. A l'inverse, dans le
cadre du cancer il s’agit de détruire et de contrdler le développement des cellules tumorales

en favorisant I'activation du systeme immunitaire.
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Des données obtenues suite a des travaux fondamentaux et complétées par des
études cliniques ont apportés une meilleure connaissance des interactions entre le systéeme
immunitaire et les cellules cancéreuses. Il apparait en effet que les cellules tumorales
développent des capacités d’évasion au systeme immunitaire. Ainsi, rompre ces mécanismes
de tolérance et d’échappement a la surveillance immunitaire mis en place par les cellules
tumorales est un enjeu majeur dans le domaine de I'immunothérapie. Pour ce faire, deux
approches ont été développées en immunothérapie: I'immunothérapie passive (injection de
cellules immunitaires activées ex vivo) et I'immunothérapie active (vaccination
thérapeutique). Les cellules dendritiques (DC) sont des candidats de choix dans ces
processus de vaccination thérapeutique (Dubsky et al., 2005). Les DC suscitent actuellement
un intérét majeur dans la mesure ou elles représentent un moyen pour renforcer ou inhiber
la réponse immune. En effet, ce sont des cellules qui peuvent activer le systéme immunitaire
vis-a-vis des antigenes tumoraux et a l'inverse elles peuvent induire une tolérance dans le
cas de maladie auto-immune ou de rejet de greffe. Une meilleure connaissance de ses DC et
de leur réle central dans I|’établissement d’'une réponse immunitaire permettrait une

meilleure utilisation de I'immunothérapie.
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I - Cellules dendritiques : propriétés phénotypiques et fonctionnelles

1. Découverte, Histoire

Les premieres observations sur les DC datent de 1868, en Allemagne, par Paul
Langerhans. Ce nom a été par la suite attribué a une sous-population de DC présentes dans
la peau. Il fallut attendre plusieurs années pour que Ralph Steinman et Cohn Zanvil mettent
en évidence le réle des DC dans la présentation antigénique et I'activation du systéeme
immunitaire (Steinman and Cohn, 1973). lls ont démontré que ces DC étaient une nouvelle

classe de leucocytes.

Les DC ont tout d’abord été considérées comme des artéfacts. De par leur forme
étoilée et leurs longs prolongements cytoplasmiques (« dendrites »), elles ont au préalable
été assimilées a une partie du systéme nerveux. Mais leur localisation particuliere (tissus
lymphoides secondaires, peau et muqueuses) et leur fonction ont permis de les distinguer
des cellules nerveuses. Elles n’ont aucune propriété de transduction d’influx électriques mais
représentent par contre un réseau central pour la transmission de signaux de danger et

I'orientation de la réponse immunitaire.

2. Différenciation et sous-populations

Les DC forment un systeme complexe de cellules hétérogénes aussi bien par leur
localisation anatomique, leurs stades de différenciation et de maturation, que par leur
origine et leur fonction. Elles dérivent d’'un progéniteur hématopoiétique commun (CD34+)
qui est a I'origine de deux types majeurs de précurseurs sanguins : lymphoide et myéloide
(Figure 1). On distingue les DC de la peau et les DC du sang périphérique. Au niveau de la
peau, on retrouve dans I'épiderme les cellules de Langerhans (LC) et au niveau du derme les
DC CDla+ et les DC CD14+ (Valladeau and Saeland, 2005). Les DC dermiques CD14+
expriment un grand nombre de lectines de type C comme DC-SIGN, DEC205, LOX1, CLECSG,
Dectinl et DCIR. Elles produisent une grande quantité de cytokines inflammatoires comme
I'lL-1B, I'IL-6, -8, -10, -12, le GM-CSF, MCP et TGF-B. Les LC, quant a elles, expriment la
Langerin et DCIR et produisent seulement quelques cytokines comme I'IL-15 (Klechevsky et
al., 2008). Les différents profils de sécrétion de cytokines de ses DC permettent d’expliquer,

au moins en partie, les réponses immunitaires adaptatives variées.

Cellules dendritiques et drogues immunomodulatrices Page 3



Introduction

Au niveau du sang périphérique on retrouve trois populations de DC qui different
par I'expression de molécules de surface. Les DC CD1c+ (BDCA-1) sont les plus représentées,
elles produisent des cytokines inflammatoires aprés stimulation (Jarrossay et al., 2001). Les
DC CD141+ (BDCA-3) Lin-(CD3°, CD14, CD19, CD56’) HLA DR+ CD1llc+ représentent une
petite population récemment décrite qui exprime CLECY (lectine C avec un motif ITAM)
(Huysamen et al., 2008). On les retrouve dans les ganglions lymphatiques, la moelle osseuse,
les amygdales et dans le sang. Il a été démontré que ces cellules ont la capacité d’induire
une réponse CTL et de cross-présenter des antigénes viraux (Bachem et al., 2010; Jongbloed
et al.,, 2010). Ces DC ont des caractéristiques similaires aux DC CD8a+ de la souris
(Villadangos and Shortman, 2010). La troisieme population est représentée par les DC
plasmacytoides (pDC). Les pDC sont différentes des autres populations de DC
essentiellement en raison de I'absence de marqueurs myéloides. Elles sont aussi connues
sous le nom d'IPC (‘Interferon producing cells’) pour leur capacité unique, au stade
immature, a produire de fortes quantités d'interféron (IFN) de type | en réponse aux
pathogénes (Siegal et al., 1999). Elles sont CD11c'CD123"&" BDCA2+ et ont une morphologie

caractéristique des plasmocytes.

Les DC constituent donc une population hétérogene de cellules produites dans la
moelle osseuse en réponse a différents facteurs de croissance et de différenciation. Il existe
3 stades de différenciation généralement définis pour toutes les sous-populations de DC : les
DC précurseurs, les DC immatures et les DC matures (Kamath et al.,, 2002). Dans le sang
humain, il existe au moins deux sous populations de DC précurseurs : les monocytes CD14"
CD11c’ (Geissmann et al., 2010) et les DC précurseurs Lin- CD11c IL-3Ra” (Olweus et al.,
1997). Les DC précurseurs et les DC immatures sont des cellules mononuclées Lin" et HLA-

DR (Banchereau et al., 2000).
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Figure 1 : Voie de différenciation des cellules dendritiques (Schott 2006)

Les DC étant en tres faible proportion dans le sang (1 a 2 %), elles sont restées peu
étudiées durant de nombreuses années. A partir des années 90, il a été techniquement
possible de générer des DC in vivo (Sallusto and Lanzavecchia, 1994). L'obtention de DC en
culture est possible a partir de précurseurs périphériques ou de monocytes circulants. La
génération in vitro de DC en grand nombre a permis de clarifier les relations entre les
différents types de DC isolées in vivo, ainsi que leurs réles dans le systeme immunitaire. Le
GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating factor) s'est révélé un facteur
hématopoiétique primordial dans toutes les études décrites a ce jour. Chez I'hnomme, associé
au TNF-a, il permet la génération de DC a partir de progéniteurs hématopoiétiques CD34".
La génération de DC a partir de monocyte CD14+ est possible en présence de GM-CSF et
d’interleukine-4 (IL-4) (Sallusto and Lanzavecchia, 1994). Apres 5-6 jours de culture les
monocytes sont différenciés en DC CD1a" CD14". Ces cellules présentent les caractéristiques
fonctionnelles de DC immatures avec une forte capacité d’endocytose et une faible capacité
allo-stimulatrice. D'autres cytokines comme le stem cell factor (SCF), I'IL3, le Flt3-Ligand
(FIt3-L) ou I'IL6 sont capables d'amplifier la réponse proliférative des progéniteurs CD34" au

GM-CSF (Szabolcs et al., 1995). Bien que la différenciation des DC in vivo reste encore mal
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définie, il a été montré que les cellules NK étaient également capables d’induire des DC a
partir de monocytes grace au GM-CSF et au CD40L qu’ils expriment (Zhang et al., 2007). Par
ailleurs, les DC CD11lc+ du sang peuvent se différencier en cellules de Langerhans en
présence de TGF-B (Ito et al., 1999). Tout ceci met bien en évidence la plasticité des

populations de DC (Caux et al., 1996; Palucka et al., 1998).

3. Initiation de la réponse immunitaire

Tous les types de DC précédemment décrits sont présents a I'état immature en
périphérie. Elles vont donc étre capables de reconnaitre les antigénes présentés par les

pathogénes ou les cellules infectées et d’induire a terme une réponse immunitaire.

Les DC exercent deux fonctions principales. A I'état immature, elles capturent
I’antigéne au niveau des tissus infectés puis migrent vers I'organe lymphoide secondaire le
plus proche tout en se différenciant. A I'état mature, elles présentent I'antigéne aux LT afin

de les activer (Figure 2).
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Figure 2 : Fonction et mobilité des cellules dendritiques (Maisnier-Patin et al., 2007)
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Dans les tissus périphériques, les DC sont confrontées au contexte inflammatoire
et/ou infectieux. La maturation des DC est induite par les PAMP (Pathogen-Associated
Molecular Pattern). Les produits microbiens et les molécules relachées aprés une
inflammation transmettent des signaux via les TLR (Toll-like Receptor) (détaillés page 9 a 15)
(Takeda et al., 2003). Les molécules d’inflammation (DAMP : Damage associated molecular
pattern molecules) peuvent également induire la maturation des DC. Les PAMP et les DAMP
sont généralement appelés signaux de danger (Matzinger, 2002). lls agissent sur les DC via

des récepteurs qui déclenchent une signalisation intracellulaire et I'activation des DC.

da. Reconnaissance des signaux de danger

La notion de signal de danger détecté par le systeme immunitaire fut émise en 1994,
avec pour postulat que ce dernier était capable de détecter outre des molécules étrangeres,
tous dommages tissulaires ou cellulaires (Matzinger, 1994). Toute molécule libérée par une
cellule en état de stress ou en train de mourir est susceptible de moduler le profil des DC.
Ces molécules sont nombreuses et variées et peuvent induire la maturation des DC. En effet,
lors de la nécrose, la perte de l'intégrité membranaire permet la libération de molécules

intracellulaires reconnues comme signaux de danger par les DC :

Les Hsp (molécules de choc thermique) sont normalement intracellulaires et servent
de chaperonnes pour les protéines, mais sont libérées en cas de Iésion membranaire (sous
forme de complexes Hsp-peptides) (Basu et al., 2000). Elles peuvent aussi étre transloquées
a la membrane cellulaire sous un stress infectieux (Belles et al., 1999). Elles représentent un
puissant signal de danger pour les DC via notamment LOX-1 qui est sans doute le principal
récepteur de ces complexes. Toutefois, le CD40 exprimé a la surface des DC serait capable
également de lier les Hsp70 bactériennes (Wang et al., 2001), ainsi que des complexes Hsp-
peptides et de les internaliser (Becker et al., 2002). L'efficacité de présentation croisée (voir
le chapitre Présentation antigénique) des peptides grace aux complexes HSP-peptides
résiderait notamment dans la participation des HSP a la translocation des peptides vers le

cytoplasme puis le protéasome au sein des DC (Udono et al., 2009).

Certaines molécules endogenes, comme 'ATP ou I'UTP, normalement cytosoliques,
peuvent également étre libérées dans des conditions de stress (Yegutkin, 2008), d’hypoxie

ou d’inflammation et activer les DC via les récepteurs purinergiques (P2Z/P2X7), en
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conjonction avec le TNF-a (Schnurr et al., 2000). Le récepteur purinergique P2X; est
notamment exprimé a la surface des DC et des monocytes/macrophages (Bours et al., 2006).
Il a récemment été montré que le récepteur P2X; jouait un rdéle important dans I'activation
de linflammasome NALP3 par I'ATP dans ces cellules (Ghiringhelli et al., 2009).
L'inflammasome est un complexe multiprotéique cytoplasmique qui active la caspase-1,
conduisant a la transformation et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. L’activation
de l'inflammasome par la liaison de I’ATP au récepteur P2X; aboutit ainsi a la sécrétion des

cytokines pro-inflammatoires IL-1B et d’IL-18 par les DC (Figure 3).

PAMPs
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s -
! ATP
== S8~
{1 « ;- 1‘ n *
R ¥ . ‘¢ Pannexin-|
on CEER
5651 | K+ efflux, ROS |
1P65*' lysosomal damage
psq_ = ..-..........;. ......... ~

Figure 3: Activation de I'inflammasome (/nvivogen, 2009)

L’acide urique, libéré lors de Iésions cellulaires, peut induire la maturation des DC et
la « cross-présentation » d’antigénes aux lymphocytes CD8 (Shi et al., 2003). Il a ainsi été
montré que cet acide était capable de provoquer I'activation de DC par liaison directe de la

membrane plasmique, sans doute via le cholestérol membranaire, en activant en aval la
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kinase Syk (Ng et al., 2008). Parallelement, d’autres travaux ont montré que l'acide urique

pouvait étre phagocyté par les DC (Hornung et al., 2008).

Les DC sont également sensibles aux signaux de danger fournis par d’autres cellules
immunitaires. C’'est le cas pour I'lFNy, produit par les macrophages activés, les cellules NK ou
encore les lymphocytes T activés. Les DC expriment le récepteur a I'lFNy, constitué de deux
chaines. La chaine alpha est continuellement recyclée et est impliquée dans la signalisation
du récepteur. La chaine béta est constitutivement exprimée par les DC mais a tendance a
diminuer pendant la maturation (Kalinski et al., 1999). Ceci leur confére une sensibilité plus
accrue a I'IFNy dans leurs états précoces de maturation. On peut également citer le CD40L
(ou CD154), exprimé par les cellules T activées et qui peut avoir un role essentiel en tant que
signal secondaire de maturation, via son récepteur CD40, dans les ganglions lymphatiques.

Le réle de CD40 — CD4O0L est détaillé dans la partie Interaction DC/LT.

b. Reconnaissance des pathogénes

Les DC, en tant que sentinelles du systeme immunitaire, détectent dans leur
environnement la présence de pathogenes. Cette détection peut-étre soit indirecte via des
facteurs endogénes tels que les chimiokines et les cytokines, qui jouent le role d’alerte, soit
directe via la reconnaissance des motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMP).
Plusieurs types de récepteurs d’internalisation, exprimés a la fois par les DC et par les autres
cellules phagocytaires, sont impliqués dans cette reconnaissance des agents pathogenes ou

des cellules autologues mortes.

Ces récepteurs de reconnaissance ont deux fonctions principales. La premiere est de
favoriser l'internalisation des antigenes par les DC, c’est I'exemple des récepteur du
fragment Fc (décrits a la page 22). La seconde est de favoriser I'activation des DC et d’initier

leur processus de maturation, c’est le cas des Pattern Recognition Receptor (PRR).

Les Toll-like receptor (TLR) constituent les PRR les plus étudiés. lls sont apparentés a
la protéine Toll, initialement découverte chez la drosophile et impliquée dans la polarisation
dorso-ventrale au stade larvaire et dans la réponse contre les bactéries ou les champignons

chez I'adulte (Leulier and Lemaitre, 2008). Les TLR sont des protéines transmembranaires de
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type-l, composées d’une partie extracellulaire riche en motifs LRR (Leucin-Rich Repeat),
intervenant dans la reconnaissance du pathogéne et d’'un domaine intracellulaire identique a
celui du récepteur de I'lL-1, le domaine TIR (Toll/IL-1 receptor), qui permet la transduction du

signal et I'activation des voies de signalisation intracellulaire (Kawai and Akira, 2008)

Il existe treize TLR chez les mammiféres, mais uniqguement onze sont exprimés par les
DC humaines. Ces récepteurs reconnaissent de nombreux motifs moléculaires (acides
nucléiques, protéines, glycolipides,...) caractéristiques de nombreuses familles de
pathogénes tels que les virus, les bactéries ou les protozoaires (Figure 4). La majorité des TLR
sont exprimés a la surface des DC, mais les TLR 3, 7, 8 et 9 sont eux insérés dans la

membrane des phagosomes et spécialisés dans la reconnaissance des acides nucléiques.
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Figure 4 : Les récepteurs TLR exprimés par les DC (O'Neill, 2004).

Par ailleurs, les différentes sous-populations de DC expriment un panel de récepteurs
hétérogenes. Les pDC expriment en effet un répertoire restreint au TLR 7 et 9, tandis que les

DC myéloides présentent un profil d’expression plus large avecles TLR 1, 2,3, 4,5, 6, 8 et 11.

Cellules dendritiques et drogues immunomodulatrices Page 10



Introduction

Il est a noter que les TLR 1, 6 et 10 n’ont pas de ligand spécifique mais ils seraient des
corécepteurs, agissant en association avec les autres TLR en modulant leur réponse (Guan et

al., 2010; Ozinsky et al., 2000).

Il existe une grande variété de motifs viraux ou bactériens et chaque TLR est
spécialisé dans un type de reconnaissance particulier. Ainsi, par ce systéme les DC sont alors
activées selon des signaux spécifiques du pathogéne rencontré entrainant ainsi une réponse

immunitaire adaptée.

Le TLR2 est celui qui reconnait le plus grand nombre de molécules associées aux
pathogénes ; il reconnait en effet de nombreuses structures moléculaires qui sont des
composants communs de la paroi de différentes familles de bactéries : lipoprotéines, acides
lipoteichoiques, peptidoglycane, lipo-arabinomannane. Le TLR2 est ainsi le médiateur de la
réponse cellulaire a des bactéries appartenant a différentes familles, ainsi qu’a des agents
fongiques. Si le LPS (Lipopolysaccharide), principal composant des bactéries Gram-, est
reconnu spécifiguement par le TLR4, le LPS d’autres bactéries non entérales a pour
médiateur le TLR2 (Porphyromonas gingivalis, Leptospira) (Darveau et al., 2004; Werts et al.,

2001).

Le TLR3 a pour ligand 'ARN double brin, une structure moléculaire associée aux
infections virales, produite par de nombreux virus durant leur étape de réplication

(Alexopoulou et al., 2001) .

Quant au TLR4, il a pour principal ligand le lipopolysaccharide des bactéries Gram-. La
délétion spontanée ou induite du géne du TLR4 chez la souris induit ainsi une absence de
réponse au LPS et une résistance au choc septique. D’autres ligands microbiens du TLR4 ont
également été découverts : la protéine de fusion du virus respiratoire synticial, Haemophilus
influenzae et Candida albicans (Jin and Lee, 2008). L'activation des TLR 3 et 4 entraine la
production de cytokines pro-inflammatoires comme l'IL-1, I'IL-6, I'lL-12 et le TNF-a ainsi

gu’une réponse IFN de type .

Le TLR5 a pour ligand la flagelline des bactéries gram + et -, une protéine pro-
inflammatoire nécessaire a la propulsion bactérienne. Elle pourrait jouer un réle dans la

résistance aux infections a salmonelles (Uematsu and Akira, 2008). L'activation de TLR5 ainsi
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que des hétérodiméres TLR1-TLR2 et TLR2-TLR6 induit uniquement des cytokines pro-

inflammatoires.

Le TLR7 a pour ligand I’ARN simple brin (Heil et al., 2004) ; toutefois, un composant
antiviral, I'imidazoquinoline (Imiquimod®), a été proposé comme ligand synthétique de TLR7

(Hemmi et al., 2002).

Enfin, le TLR 9 reconnait des structures présentes dans I’ADN des mycobactéries, les
CpG non méthylés, connus pour leur capacité stimulatrice du systéme immunitaire (c’est la
forme méthylée qui prédomine chez les mammiféres). Le TLR 9 est exprimé dans les pDC et

va entrainer la production d’IFN de type | suite a une infection virale.

La variabilité entre les réponses biologiques des TLR est expliquée par
I’existence de différents adaptateurs possédant des domaines TIR (MyD88, TIRAP, TRIF et
TRAM) qui sont recrutés par les divers TLR et qui activent donc des voies distinctes de

signalisation.

Il existe deux voies caractéristiques pour la transduction du signal des TLR (Figure 5).
La voie majeure fait intervenir la molécule MyD88 qui peut se fixer au domaine
intracellulaire de tous les TLR excepté le TLR3. Elle est dite MyD88 dépendante et utilise
I'adaptateur TIRAP (Kawai and Akira, 2008) qui aboutit a I'activation des facteurs de
transcription NFkB et AP-1. Ces derniers activent I'expression de trés nombreux genes (plus
de 500) dont ceux des cytokines inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 et TNF-a) (Akira et al.,
2006). La seconde voie, dite MyD88 indépendante, passe par I'adaptateur TRIF et est
impliquée dans la signalisation du TLR3 mais aussi dans celle du TLR4. Elle aboutit a
I'activation des facteurs de transcription IRF qui activent I’expression des génes des IFN de
type | et de chimiokines comme CCL5 (RANTES). D’autres adaptateurs comme TIRAP, TRAM

ou SARM ont été identifiés mais semblent secondaires, ou plutét associés a TRIF ou MyD88.
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Figure 5 : Voie de transduction du signal des TLR (Kaisho and Akira, 2004)

Ainsi, les TLR permettent l'orientation du systeme immunitaire, ils vont alors
favoriser une réponse immunitaire adaptée a l|’antigéne rencontré en périphérie via
I'activation spécifique des DC. La reconnaissance des dérivés de pathogénes par les TLR
exprimés sur les DC, déclenche la voie de transduction NFkB conduisant a la production de

cytokines essentielles pour le développement de la réponse immune qui s’ensuit.

Les cytokines permettent donc I'organisation de réponses locales dans le but de
contenir l'infection mais aussi de contrbler la prolifération et la survie, ainsi que la
différenciation cellulaire. Elles permettent de lier le systéme inné au systéme adaptatif de

maniére complexe (Figure 6).
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Figue 6 : Les cytokines et la réponse inflammatoire

On peut classer les cytokines selon leur action. Certaines sont dites pro-
inflammatoires, c’est le cas de I'lL-1B, I'lL-6, le TNF-a, qui sont sécrétées tres tot lors de la
réponse immune et de I'lL-12, I'IL-18 et I'IL-7. Elles sont aussi impliquées dans le « priming »
des cellules T et peuvent jouer un réle dans leur différenciation et leur activation. D’autres

sont dites anti-inflammatoires, comme I'lL-10.

L’activation des TLR induit préférentiellement des réponses de type Th1l mais elles
n‘ont pas toutes la méme équivalence en terme de production d’IL-12 (Figure 7). Ainsi,
certain ligand, comme les helminthes, peuvent promouvoir la différenciation de Th2. Le
TLR2, qui forme souvent des hétérodimeres avec TLR1 ou TLR6, favorise plutét des réponses
Th2 par induction de peu d’IL-12 et de grandes quantités d’IL-10 (Manicassamy and
Pulendran, 2009) alors que les TLR3 ou 4 induisent de fortes productions d’IL-12p70

(Pulendran B. et al., 2006). Plusieurs données ont également montré que la liaison du TLR8

Cellules dendritiques et drogues immunomodulatrices Page 14



Introduction

avec son ligand ainsi que son activation était une étape clé dans le contréle de la fonction

suppressive des LT régulateurs (Peng et al., 2005).
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Figure 7 : Rble des TLR dans la polarisation CD4+ (d’apres (Medzhitov, 2007)

Les DC présentant la plupart de ces TLR sont alors des cellules tres modulables.
Plusieurs agonistes de TLR ont donc été développés comme drogues anti-cancéreuses. Par
exemple, I'agoniste du TLR7, I'imiquimod, a été utilisé pour le traitement de carcinome
(Stockfleth et al., 2003). De méme les CpG, agonistes du TLR9, sont évalués dans des études
cliniques chez des patients atteints de mélanomes et de leucémie (Speiser et al., 2010; Zent

et al.,, 2011).

Un second groupe de PRR est impliqué dans la reconnaissance des acides nucléiques,
ce sont les RLR (Retinoic acid-Inducible Gene(RIG)-I-Like Receptor). lls sont capables de

reconnaitre des ARN génomiques viraux dans le cytoplasme et d’induire alors la production
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d’IFN de type | et de cytokines inflammatoires via les facteurs de transcription IRF et NFkB

(Kato et al., 2005).

Un autre groupe de récepteurs impliqués dans la reconnaissance des pathogenes est

représenté par les NLR (NOD-like receptor). Contrairement aux TLR, ce sont des protéines

solubles du cytoplasme qui détectent la présence de motifs bactériens ou de molécules de

danger endog

enes.

De méme que les TLR et les RLR coopérent pour produire les protéines anti-virales, il

existe une coopération importante entre les TLR et les NLR (Figure 8). Ainsi cette

collaboration permet la surveillance extracellulaire et intracellulaire des pathogenes.
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Figure 8 : Les différents types de PRR (d’apres (Creagh and O'Neill, 2006)
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La reconnaissance des pathogénes via les PRR va alors entrainer la maturation des

DC. Elles subissent alors des changements phénotypiques, morphologiques et fonctionnels

(Figures 9). Pendant la maturation les DC vont alors migrer vers les organes lymphoides

secondaires.
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Figure 9 : Modification des cellules dendritiques lors de la maturation

4. Migration des DC

Les DC sont concernées par deux types de migration. Une migration vers les tissus
périphérique pendant le recrutement des DC et une migration vers les organes lymphoides

secondaires aprés capture des antigenes.

Les DC nouvellement générées migrent, grace au flux sanguin, de la moelle osseuse
aux tissus périphériques ou elles deviennent éventuellement des DC résidentes. Les DC
s’accumulent rapidement en moins d’une heure au site d’entrée de I'antigene, comme cela a
été démontré au niveau de [Iépithélium intestinal aprés ingestion du pathogene
(Cruickshank et al., 2009). Cette accumulation de DC dépend de la production de
chimiokines produites suite a I'inflammation locale. La migration sélective des DC et leur
localisation, aussi bien en périphérie que dans les organes lymphoides, sont des événements
étroitement régulés par de nombreuses molécules. Le paradigme classique de la migration
des DC est représenté par les cellules de Langerhans. Aprés une inoculation de Leishmania

major par la peau, les DC dermiques et les cellules de Langerhans expriment CCR1 qui va
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reconnaitre MIP-1a (Charmoy et al., 2010). Cette chimiokine entraine la premiére vague de
recrutement des DC sur le site de I'infection. Les DC immatures CD1a+ sont CCR6 positives et
répondent a MIP-3a (Greaves et al., 1997; Middel et al., 2010). Cette chimiokine semble étre
la plus puissante pour guider leur migration (Dieu et al., 1998) et son expression est
restreinte a I'épithélium. Son induction lors du processus d’inflammation (Tanaka et al.,
1999) semble présenter un mécanisme fondamental pour la chimio-attraction des cellules

de Langerhans immatures au site d’inflammation de I’épithélium.

Pour atteindre les sites d’inflammation, les DC doivent traverser les assemblages de
collagenes, de laminines ou de protéoglycanes des tissus conjonctifs et des membranes
basales (Leblond and Inoue, 1989). Cela est permis notamment par la sécrétion de MMP
(Matrix MetalloProteinase) qui vont dégrader ces assemblages (Ratzinger et al., 2002). Il a
d’ailleurs été montré que la protéine CCL5 (RANTES) favorisait la sécrétion et I'activation de
la protéase MMP-9 par les DC immatures (Chabot et al., 2006) alors qu’a l'inverse le
traitement des DC par I'lFNB réduit I'expression de MMP-9 dans les DC immatures (Yen et
al., 2010). CCL5 procure donc aux DC immatures un signal chimio-attractant, ainsi que la
possibilité de dégrader la matrice extracellulaire, propriété indispensable a leur migration.
Enfin, au niveau des sites d’inflammation, le contact des DC immatures avec des agents
dérivés de pathogenes se traduit par I'expression des chimiokines MCP-1 ou MIP-1a (Means

et al., 2003), permettant ainsi de maintenir et d’amplifier le recrutement d’autres DC.

L’activation des DC, suite a la rencontre avec le pathogene, s’accompagne de leur
migration via les vaisseaux lymphatiques jusqu’aux ganglions. La migration des DC s’effectue
en plusieurs phases. On observe une modification du profil d’expression des récepteurs aux
chimiokines, avec une augmentation de I'expression de CCR7 conjointement a une
diminution de I'expression de CCR1, CCR5 ou CCR6 (Dieu et al., 1998; Sallusto et al., 1998).
Elles peuvent donc migrer vers les OLS via un gradient croissant des ligand de CCR7 : CCL19
(ELC) et CCL21 (SLC) (Forster et al., 1999) produites par les cellules stromales des régions T

des ganglions (Kellermann et al., 1999).

L'expression de CCR7 n’est cependant pas suffisante pour assurer la migration des
DC. Sa fonctionnalité repose sur I'expression membranaire de I’ADP-ribosyl cyclase CD38

(Partida-Sanchez et al., 2004) et sur la présence dans I’'environnement de molécules comme
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PGE2 (prostaglandine E2) (Scandella et al., 2002), des leucotriénes (Robbiani et al., 2000) ou
du NO (oxyde nitrique) (Giordano et al., 2006). Il a aussi été démontré que la présence de
cellules apoptotiques, associées a un signal de maturation (TNF-a ou LPS), pouvait induire la
migration des DC (Bertho et al., 2005) en augmentant |'expression de CCL21 par les cellules
endothéliales lymphatiques (Martin-Fontecha et al., 2003). Aujourd’hui, les mécanismes
moléculaires impliqués dans la sensibilisation du récepteur CCR7 restent flous. Récemment,
il a été montré que la protéine kinase Jak3 était impliquée dans la voie de signalisation de

CCR7 (Rivas-Caicedo et al., 2009).

Apres contact avec un pathogene, les DC arrivent donc dans les ganglions en moins
de 24h (Legge and Braciale, 2003). Une étude a montré qu’il leur fallait 18 heures pour
amener les antigenes du site d’injection sous-cutané vers les ganglions (ltano et al., 2003). La
migration des cellules de Langherans est par contre beaucoup plus lente (72 heures). Les LC
pourraient de fait étre impliquées dans la reconnaissance de pathogénes particuliers,
nécessitant une réponse retardée, ou dans la présentation d’antigenes aux lymphocytes T
effecteurs et mémoires uniqguement au niveau de la peau (Kamath et al., 2002; Villadangos
and Heath, 2005). Les LC sont également spécialisées dans I'apport des Ag aux DC résidentes

du ganglion qui, elles, sont plus aptes a présenter les antigénes aux LT afin de les activer.

Les pDC sont, elles, capables d’accéder directement du sang aux ganglions,
indépendamment des vaisseaux lymphatiques, mais via les HEV (High Endothelial Venules)
(Yoneyama et al., 2004). En effet, elles expriment CXCR4, récepteur de CXCL12 qui est une
chimiokine exprimée par les HEV (Diacovo et al., 2005). Deux études récentes ont montré
que les pDC purifiées chez des patients atteints d’hépatite C chronique ou exposées in vitro a
de I'lFN-a étaient capables de répondre aux ligands de CCR2, CCR5 et CXCR3 (Cicinnati et al.,
2009; Cicinnati et al., 2008). Ces données suggerent que sous certaines conditions
appropriées, des récepteurs aux chimiokines supplémentaires peuvent étre induits dans les

pDC pendant leur recrutement.

Au cours de la migration, la DC continue son processus de maturation qui

s’accompagne de la dégradation contrblée des antigenes capturés en périphérie.
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5. Présentation de I'antigéne

a. Capture et internalisation de I’antigéne

Comme décrit précédemment (voir le chapitre Reconnaissance des pathogenes), les
DC présentent a leur surface des récepteurs reconnaissant les pathogénes et favorisant leur

capture et internalisation.
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Figure 10 : Les différents mécanismes d’endocytose (Conner and Schmid, 2003)

Les DC utilisent plusieurs stratégies pour capturer les antigénes (Figure 10), soit par
des mécanismes dépendant de l'actine (macropinocytose et phagocytose), soit par des
mécanismes dépendant de la clathrine ou de la cavéoline (endocytose médiée par

récepteurs) (Xiang et al., 2006)

L'endocytose des pathogénes se fait par divers récepteurs. Parmi ces derniers on
trouve les CLR (C-type Lectin Receptor), les récepteurs « scavenger » et les récepteurs aux

fragments Fc des anticorps et au complément.

Les CLR regroupent un ensemble de récepteurs capables de reconnaitre, via
leurs domaines CRD (Carbohydrate Recognition Domain), les motifs glycosylés des antigénes
qu’ils soient du « soi » ou exogenes. lls permettent 'internalisation de ces antigenes pour
gu’ils soient dégradés dans les lysosomes puis présentés a la surface des DC (Kerrigan and
Brown, 2009). En reconnaissant les protéines du « soi », les CLR participent au contréle de

I'homéostasie du systeme immunitaire en supprimant les réactions auto-immunes. La
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reconnaissance de ces mémes auto-antigenes dans une situation de stress, ou la
reconnaissance de motifs pathogenes, conduit a I'activation de réponses immunes. Le role
des TLR étant de détecter une situation de danger, il existe une réelle coopération entre TLR

et CLR qui orientera ces réponses immunitaires.

Les CLR existent a la fois sous la forme soluble et sous la forme de protéines
transmembranaires. lls peuvent étre subdivisés en quatre groupes (Cambi et al., 2005) : les
récepteurs transmembranaires de type | de la famille des Macrophage Mannose Receptor
(MMR) ; les récepteurs transmembranaires de type Il qui regroupent entre autre DC-SIGN
(Svajger et al., 2010), la Langerine et DCIR ; les collectines qui sont des récepteurs sécrétés et
qui permettent I'opsonisation d’antigenes et donc I'amélioration de leur internalisation par
les CPA et enfin les récepteurs de type NK, dans lesquels on retrouve le récepteur Dectin-1

qui a également un role dans la présentation antigénique.

En plus de leur implication dans les mécanismes d’endocytose, certains CLR conféerent
d’autres fonctions aux DC. Par exemple, ils permettent I'interaction avec les cellules T (DC-

SIGN, Dectin-1).

Il est a noter que certains pathogénes utilisent les CLR pour échapper au systéeme
immunitaire et assurer leur survie en induisant la phagocytose et la présentation de leurs
protéines dans un contexte de tolérance. Il a également été montré que certains de ces
récepteurs étaient des voies d’entrée pour des virus, I'exemple le plus connu étant le HIV
qui cible DC-SIGN et infecte les DC dans le but d’étre transporté jusqu’aux ganglions

lymphatiques ou il pourra étre transmis aux cellules T (Gringhuis et al., 2010).

Les récepteurs « scavenger » (SR) constituent un groupe de cing classes de
molécules (SR-A a SR-E) reconnaissant une grande variété de ligands. La plupart sont des
protéines trimériques membranaires de type Il, possédant une portion de type collagéne.
Les mieux connus sont des SR de classe A (SR-A | et Il et MARCO). Tous les SR lient des
lipoprotéines oxydées (Murphy et al., 2005) ou des corps apoptotiques (Jeannin et al., 2008).
Il a été montré que ces récepteurs lient aussi les parois de nombreuses bactéries comme
E.Coli ou S.aureus, dont le LPS et les acides lipoteichoiques. Un des récepteurs scavenger
impliqué dans la présentation antigénique est le récepteur LOX-1. La capacité de LOX-1 a

reconnaitre la protéine Hsp70 interviendrait par ailleurs de facon favorable pour la
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présentation croisée des antigénes par les DC (Delneste et al., 2002). Les DC peuvent grace a
ces récepteurs récupérer des corps apoptotiques issus de cellules mortes. La capture des
cellules morte peut alors étre immunogene ou non. L'immunogénicité de la mort cellulaire
par nécrose est souvent opposée au caractéere tolérogéne de la mort par apoptose. La mort
par nécrose est en effet associée aux traumatismes et aux dommages cellulaires induits par
des facteurs extérieurs et permet le déclenchement d’une réponse inflammatoire ainsi que
la libération de signaux de danger comme I’ATP (voir pages 7 et 8). L’apoptose, par son
caractere programmé, intervient notamment dans des processus physiologiques qui
nécessitent la tolérance du systeme immunitaire vis-a-vis des antigenes du soi afin d’éviter le
développement de réponses auto-immunes. Certains traitements de chimiothérapie ont

donc pour objectif d’'induire une mort immunogéne des cellules tumorales.

Les récepteurs du fragment Fc (ex: FcyR) et du complément (ex: CR3 et CR4)
reconnaissent les composants de la voie humorale, a savoir le complément ou les anticorps
recouvrant les microorganismes : c’est ce que I'on appelle I'opsonisation des antigénes en
complexe immun. Le récepteur principal au Clg, formé de la calréticuline et du CD91,

permet la phagocytose de cellules apoptotiques (Ogden et al., 2001).

L'engagement de ces récepteurs entraine |'activation des cellules phagocytaires
conduisant a la destruction de la cellule infectée et a la libération de signaux de danger. lls
sont donc trés immunogéenes et peuvent étre responsables de maladies auto-immunes. C’est
pourquoi, plusieurs drogues sont alors utilisées pour bloquer I'action médiée par ces
récepteurs. Le Rituximab, qui se fixe sur les récepteurs Fc, a montré des effets bénéfiques

sur les maladies auto-immunes hématologiques (Barcellini and Zanella, 2011).

Une fois les antigenes capturés et internalisés, commence une dégradation controlée
ou « apprétement » de ces molécules par les DC pour permettre leur présentation aux

cellules effectrices.

b. Apprétement et présentation antigénique

Si les lymphocytes B et les macrophages sont aussi des CPA seules les DC sont
véritablement spécialisées dans I'apprétement et la présentation antigénique. Les antigénes
ne sont pas reconnus sous leur forme native. lls doivent subir des modifications

physicochimiques aboutissant a leur fragmentation en de nombreux peptides de longueurs
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et de séquences variables permettant ainsi leur présentation sur les molécules du CMH.
C'est le phénoméne de processing ou d’apprétement. Il repose sur des mécanismes
protéolytiques (protéasome, lysosome), partagés par la plupart des cellules de I'organisme,

mais qu’elles utilisent alors pour le catabolisme et le maintien de ’homéostasie cellulaire.

Voie de présentation antigénique via le CMH-II

La présentation antigénique par la voie des molécules du CMH-Il permet de présenter

les antigénes exogénes (provenant du milieu extracellulaire) aux lymphocytes T CD4+.

Les DC synthétisent constamment des molécules de CMH-II dans leur réticulum
endoplasmique. Les chaines a et B sont biosynthétisées dans le RE granuleux. Elles
s’associent a une protéine chaperonne appelée chaine invariante (li) qui aide le dimére af a
se replier correctement et bloque une zone appelée sillon peptidique en y enchassant le
domaine CLIP (peptide de classe Il associés a la chaine invariante) (Cresswell, 1996). Ainsi, le
fragment CLIP empéche tout antigéne endogéne de se loger dans le sillon de liaison des
peptides du CMH-II. La chalne invariante contréle ensuite le routage des molécules de classe
Il du réseau transgolgien vers les compartiments de la voie endocytaire. Le principal
compartiment d’intersection des deux voies est I'endosome tardif : MIIC. Arrivée dans le
MIIC, la chaine invariante est dégradée puis le fragment CLIP est échangé avec un peptide
antigénique (généré dans les compartiments endocytaires) grace a une molécule
échangeuse HLA-DM (Wilson and Villadangos, 2005). La molécule HLA-DO peut se lier a HLA-
DM et la rendre inactive, ainsi elle régule le chargement des peptides dans les molécules

CMH Il (Xiu et al., 2011).

Les protéines exogenes sont capturées et acheminées vers un compartiment
spécialisé riche en protéines lysosomiales (LAMP-1, LAMP-2) et en molécules du CMH-II ou
elles sont partiellement protéolysées en peptides de 10 a 16 acides aminés. Ce
compartiment acide, appelé MIIC (‘MHC class Il compartiment’) (Peters et al., 1991),
correspond au lieu d'assemblage des peptides avec les molécules du CMH-II. Les complexes
CMH-peptides sont ensuite exportés a la surface de la membrane plasmique via les vésicules

de transport, appelées CIIV (vésicules de classe Il), guidées par les microtubules (Figure 11).
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Figure 11 : Voie de présentation du CMH-II (Harding and Boom, 2010)

Récemment, de nouvelles données ont mis en évidence une voie alternative de
présentation du CMH-Il. En effet, des antigenes endogenes peuvent étre ciblés sur des
organites lytiques pour une présentation surle CMH de classell via un phénomeéne

d’autophagie (Nimmerjahn et al., 2003).

La maturation des DC est associée a une augmentation des molécules de CMH Il. Il en

est de méme pour les molécules de CMH 1.

Voies de présentation antigénique via le CMH-I

Les molécules du CMH de classe | permettent la présentation antigénique aux
lymphocytes T CD8+ de peptides dérivés de protéines dégradées dans le cytosol
principalement. Ce sont, pour la plupart des DC, des protéines endogenes, nouvellement
synthétisées ou rétro-transloquées de la membrane ou du RE (réticulum endoplasmique),

qui sont d’abord ubiquitinylées dans le cytosol pour étre dégradées par le protéasome et
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diverses peptidases (Trombetta and Mellman, 2005) (Figure 12). Les protéines endogenes
peuvent étre des protéines d’origine virale ou bactérienne si la DC est infectée ou bien des

protéines du Soi ayant subi une transformation cellulaire de type tumorale (Jensen, 2007).

Le complexe enzymatique majoritairement responsable de la dégradation
protéolytique est protéasome (26S). Il se compose de deux grosses sous-unités : la sous-
unité 20S « coeur » et la sous-unité régulatrice 19S, chacune étant elle-méme constituée de
multiples sous-unités. L'unité 20S comprend entre autres les unités catalytiques B1, B2 et B5
en double exemplaire. Le 20S, sous certaines conditions physiologiques, peut se trouver sous
une deuxieme forme: limmuno-protéasome, qui posseéde des unités catalytiques
différentes (B1i ou LMP-2, B2i ou MECL-1 et B5i ou LMP-7) lui permettant de générer des
peptides différents. Cette unité « cceur » forme un cylindre creux dans lequel la protéine est
introduite pour étre dégradée. L'unité 19S, quant a elle, est une unité régulatrice ATP-
dépendante. D’autres régulateurs, ATP-indépendants, se lient au 20S pour réguler son

activité (PA28af, PA200) (Demartino and Gillette, 2007).
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Figure 12 : Voie directe d’apprétement au CMH-I (Trombetta and Mellman, 2005)
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Une fois la protéine fragmentée par le protéasome, les longs peptides ainsi générés
sont ensuite transportés vers le RE par le transporteur associé au complexe d’apprétement
antigénique (TAP) inséré dans la membrane du RE. TAP relocalise les peptides vers le RE ou
ils sont clivés principalement par la protéase ERAAP (Endoplasmic Reticulum
Aminopeptidase Associated with Antigen Processing) en peptides de 9 a 10 acides aminés
qui seront apprétés sur les molécules du CMH-I (Kanaseki et al., 2006). Les complexes CMH |-
peptide sont alors exportés vers I'appareil de Golgi et rejoignent ensuite la surface cellulaire
par transport vésiculaire. Les complexes CMH | - peptides sont continuellement recyclés via
leur internalisation dans des vésicules qui fusionnent ensuite avec les endosomes précoces.
Ceux-ci pourront alors soit fusionner avec des vésicules de recyclage et étre redirigés a
nouveau a la membrane plasmique, permettant le recyclage des molécules du CMH |, soit
fusionner avec les endosomes tardifs, conduisant ainsi a la dégradation compléete des
molécules du CMH . Au cours de la maturation des DC, la synthése et la demi-vie des
molécules de CMH | sont augmentées, mais le renouvellement des molécules de classe | en

surface est continu dans les DC matures (Rescigno et al., 1998).

Voie de présentation croisée : la réunion des deux voies

Le CMH de classe | est spécialisé dans la présentation de peptides endogenes.
Cependant, les DC sont également capables de présenter des peptides exogenes internalisés
sur le CMH-I grace au processus de présentation croisée (Albert et al., 1998). La présentation
croisée fut pour la premiere fois documentée dans les années 1970 par I'équipe de Bevan
(Bevan, 1976). Il montra que les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques pouvaient étre générés in

vivo en réponse a un antigene exogene.

Cette voie est quantitativement moins importante que la présentation endogéene
mais elle est primordiale pour la génération de réponses restreintes au CMH-I| contre des
antigenes tumoraux ou des pathogénes qui n’ont pas infecté les DC. En effet, a travers ce
processus, les DC peuvent ingérer des corps nécrotiques de cellules tumorales ou infectées
et présenter leurs peptides antigéniques pour engendrer une réponse T cytotoxique anti-
tumorale, antimicrobienne ou antivirale (Schaible et al., 2003; Sigal et al., 1999). Un tel

mécanisme est également tres important pour les processus de tolérance aux antigénes du
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Soi (Luckashenak et al., 2008). En effet, les DC peuvent présenter des auto-antigenes au LT

CD8+ via la présentation croisée et induire une tolérance de ces LT CD8+ (Kurts, 2000).

Différents mécanismes permettent aux antigénes internalisés d’accéder au CMH-I
(Figure 13). Ils peuvent étre transférés des vésicules d’internalisation vers le cytosol grace au
systeme ERAD (ER-Associated Degradation system), qui reposerait sur la fusion des vésicules
d’endocytose avec le réticulum endoplasmique (Guermonprez et al., 2003). Les antigénes
seraient alors transférés des vésicules d’endocytose vers le cytoplasme des DC par le canal
Sec61 (Inaba and Inaba, 2005) et suivraient ensuite la voie protéasome/TAP/réticulum
endoplasmique. La contribution de cette voie dans le processus de présentation croisée

reste cependant discutée (Groothuis and Neefjes, 2005; Touret et al., 2005).

Dans un autre mécanisme, la voie vacuolaire, les peptides peuvent étre générés dans
les vésicules d’endocytose aprés dégradation par des protéases, et présentés sur des
molécules du CMH-I en phase de recyclage. C'est la voie TAP-indépendante (Ramachandra et

al., 2009).
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Figure 13: Les différentes voies de |la présentation croisée (Rock, 2003)
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La voie de présentation directe via le CMH Il et la voie de présentation croisée des

antigénes par le CMH-I (Figure 14) sont une étape essentielle a la génération de lymphocytes

T cytotoxiques (CTL) ou helper permettant de lutter contre les antigenes cellulaires (Ag

CMH-I peptide Antigéne
acb ro, £x0géne CMH-1 peptide
2

viraux, tumoraux...).

embrane plasmique

Antigéne
endogéne

‘v Présentation
directe

peptide

Présentation croisée

Figure 14 : Les deux voies de présentation des antigénes par le CMH-I

Il existe des mécanismes capables de réguler ses deux voies. La régulation du pH
phagosomal par la NAPDH oxydase fait partie de ses mécanismes (Figure 15). En effet, la DC
est dotée d’un systeme d’alcalinisation qui permet la neutralisation et le maintien de son pH
phagosomal pendant plusieurs heures (Jancic et al., 2007). Dans les DC déficientes pour
NOX2, une des sous-unités du complexe protéique de la NADPHoxygenase, le pH
phagosomal et endosomal est plus acide et |la protéolyse est augmentée conduisant ainsi a
une présentation croisée plus faible (Mantegazza et al., 2008). Ces résultats indiquent
gu’une faible protéolyse accompagnée d’'un pH peu acide est favorable a la présentation
croisée (Savina et al., 2006). En effet, une trop forte protéolyse ainsi qu’un pH trés acide
pourrait aboutir a la dégradation de certains épitopes du CMH | ou étre défavorable au

chargement peptidique sur les molécules CMH I.
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Figure 15 : Mécanisme de régulation de la présentation croisée et de la voie du CMH

(Amigorena and Savina, 2010)

De nombreuses drogues permettent de controler les différentes étapes de la
présentation antigénique (voir pages 52 a 53). C'est notamment le cas de la lactacystine qui
est un inhibiteur du protéasome. Les DC traitées a la lactacystine ne parviennent pas a

présenter les antigenes aux CTL spécifiques (Cerundolo et al., 1997).

Voie de présentation restreinte au systéme CD1

Outre les molécules du CMH-I et du CMH-II, les DC expriment une troisi€¢me classe de
molécules impliquées dans la présentation aux lymphocytes T, les molécules CD1. Les

molécules CD1 sont des glycoprotéines membranaires qui sont proches structuralement des
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molécules du CMH. Elles possédent, comme les molécules du CMH, trois domaines
immunoglobuline al, a2 et a3 associées a la B2-microglobuline. Ces molécules CD1 sont
spécialisées dans la présentation de lipides. Les molécules du groupe | (CD1a, CD1b et CD1c)
présentent des lipides bactériens aux lymphocytes T clonaux et sont majoritairement
exprimées par les DC (de Lalla et al., 2011). Les molécules du groupe Il (CD1d) présentent
surtout des lipides du Soi et sont plus spécifiques des cellules NKT (Bendelac et al., 2007) et
le troisieme groupe comprend CD1e qui a également un r6le important dans le chargement

des lipides (Tourne et al., 2008).

Apres leur biosynthése dans le RE et leur trajet via I'appareil de Golgi, les molécules
CD1 sont exprimées directement a la membrane (Briken et al., 2002). Elles subissent une
endocytose par récepteurs pour rejoindre la voie endocytaire et se localisent dans les
endosomes précoces (CD1a), tardifs (CD1c et CD1d) ou les lysosomes (CD1b). Les molécules
CD1 trouvent a ce niveau des lipides issus des microorganismes internalisés, une fois
chargées elles retournent a la membrane plasmique (Cohen et al., 2009). Ainsi les molécules
du groupe | sont utilisées pour présenter des antigénes lipidiques microbiens a coté des
antigenes peptidiques présentés par les molécules du CMH. Cette « double présentation »
permet au systeme immunitaire d’identifier les microorganismes par d’autres molécules que
les protéines. Cette alternative est intéressante car les lipides sont moins variables que les

protéines.

L'internalisation des antigénes et le processus de maturation particulier des DC leur
permettront d’informer les cellules effectrices dans les ganglions de la nature du danger

auquel elles ont été exposées.

6. Activation des cellules effectrices.

Les DC peuvent coopérer avec plusieurs cellules effectrices du systéeme immunitaire.
La premiere cellule avec laquelle la DC peut interagir au cours d’une infection est la cellule
Natural Killer (NK). En effet, ce type cellulaire représente une premiere ligne de défense

propre a I'immunité innée.
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a. Interaction DC/NK

Les NK sont impliqués dans la reconnaissance et la lyse des cellules infectées par les
virus et des cellules tumorales n’exprimant pas le CMH de classe | a leur surface (Zamai et
al., 2007). Elles se caractérisent par leur capacité a lyser les cellules cibles sans activation
préalable. Ils expriment différents récepteurs inhibiteurs et activateurs dont I'engagement
intervient dans le déclenchement de la lyse des cellules cibles. La lyse est inhibée par la
liaison des récepteurs KIR (Killer cell Inhibitory Receptor) aux molécules du CMH-I (Dohring
and Colonna, 1996). La reconnaissance des ligands activateurs se fait, elle, notamment par le
récepteur NKG2D ; ce récepteur reconnait par exemple les ligands MIC (MHC class | Chain-
related) et ULBP (UL16-Binding Protein) surexprimés par de nombreuses cellules tumorales
(Groh et al., 1999). La coopération DC — NK fonctionne aussi bien dans un sens que dans

I"autre (Figure 16).
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Figure 16 : Coopération DC - NK

Outre leurs capacités a activer les cellules de la réponse adaptative, les DC myéloides
sont aussi capables d’activer les cellules NK (Fernandez et al., 1999). Il a notamment été
décrit que I'lL-12 sécrétée par les DC était impliquée dans I'activation de la prolifération et
de I'activité cytotoxique des NK ainsi que dans la production d’IFN-y par celles-ci (Trinchieri,
2003). Cependant, I'activation des NK par les DC serait également un phénomeéne dépendant

du contact cellulaire dans certaines conditions (Ebihara et al., 2010).
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Les NK activées sécrétent diverses cytokines (GM-CSF, TNF-a) ou chimiokines (CCL3,
CCL5, MIP1-a) qui ont un impact direct sur la DC et présentent des capacités cytotoxiques.
Les NK participent également a la maturation des DC et a la promotion de I'immunité a
médiation cellulaire (Gerosa et al., 2002). En présence des cytokines libérées par les cellules
NK activées, telles que I'lIFN-y, les DC améliore la présentation croisée et le priming des

cellules T.

La collaboration DC-NK va permettre dans la plupart des cas d’induire une réponse de
type Thl (Tanaka et al., 2011). Cet échange revét un intérét particulier dans le cadre de
I'immunité anti-tumorale notamment grace a la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire
(Kalinski et al., 2005) telles que I'IFN-y, le TNF-a, et de chimiokines, comme MIP-1a, MIP-
1B, RANTES, MCP-1et IP-10 (Roda et al., 2006). Cela va permettre d’inhiber la
prolifération des cellules tumorales, d'améliorer la présentation des antigénes et de

faciliter le chimiotactisme des lymphocytes T.

b. Interaction DC/LB

L’activation des cellules B est induite par la reconnaissance de |'antigene par le BCR,
qui induit d’'une part une cascade de signalisations aboutissant a la prolifération et la
différenciation de ces cellules en plasmocytes (Liu et al., 2010), et d’autre part a la capture
de I'antigéne et a son transport vers les compartiments MIIC pour une présentation des

peptides aux cellules T (Lanzavecchia, 1985) (Figure 17).
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Figure 17 : Interaction LT - LB
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Les LB sont sensibles aux antigenes solubles, qui peuvent aussi se retrouver liés a la
membrane des DC sous forme d’immuno-complexes (molécules du complément ou
anticorps). La présentation des antigénes aux LB par les DC nécessite la formation de
synapses moléculaires constituées des complexes BCR - antigénes regroupés, entourés d’un
anneau de LFA-1 — ICAM-1 (Carrasco et al., 2004), avec CD45 et CD43 exclus de la synapse
(Delon et al., 2001). Des études récentes ont montré que la reconnaissance par les LB des
antigénes présentés par les DC était importante pour I'activation de ces LB (Carrasco and

Batista, 2007; Pape et al., 2007).

L’activation des LB en plasmocytes s’"accompagne d’une commutation isotypique des
anticorps sécrétés, avec une spécificité déterminée par la nature de I'antigéne. Les DC jouent
un role important dans cette activation, non seulement par la présentation d’antigenes
opsonisés, mais aussi parce qu’elles sont a l'origine de la différenciation Th2 des
lymphocytes T helpers qui apportent aux LB des signaux d’amplification complémentaires
(CD40L, IL-2, IL-10). Elles sont également a l'origine de I'activation CD40-indépendante des
LB par la sécrétion de facteurs activateurs comme BAFF/BlyS, ou encore APRIL de la famille
du TNF (Litinskiy et al., 2002), ou par des cytokines produites par les DC plasmacytoides
préférentiellement (IL6, IFN-a/B) (Jego et al., 2003). Inversement, les LB peuvent participer a
I'activation des DC grace a ces mémes molécules (BlyS), en augmentant I'expression des
molécules de costimulation a la surface des DC et en amplifiant la sécrétion de cytokines et

de chimiokines par les DC (Chang et al., 2008).

c. Interaction DC/LT

L'activation efficace des LT naifs par les DC se manifeste par leur expansion clonale et
leur différenciation en LT effecteurs puis en LT mémoires. L'amplitude de la réponse T
dépend de nombreux facteurs, tels que la concentration d’antigenes a la surface des DC,
I'affinité du récepteur T pour le complexe peptide/CMH correspondant mais surtout du

stade de maturation des DC.

L'interaction entre DC et lymphocytes T est un processus complexe et ordonné, qui
fait intervenir de nombreux signaux membranaires ou solubles habituellement classés en 4

catégories.
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Les chimiokines sont des molécules importantes pour I'attraction des lymphocytes
par les DC. Récemment, il a été montré que le gradient de chimiokines constituent le Signal
O de I'activation des LT par les DC et va permettre par la suite I'interaction entre les deux
cellules (Bousso and Albert, 2010). MIP-1a (CCL3) et MIP-1B (CCL4), avec MCP-1 (CCL2) et
RANTES (CCL5), font partie des chimiokines inflammatoires sécrétées précocement par les
DC qui ciblent le CCR5. Elles permettent une attraction des lymphocytes T activés (Taub et
al., 1993). Elles sont aussi des signaux d’attraction pour les lymphocytes T naifs sensibilisés
(par des signaux inflammatoires) qui expriment alors le CCR5 et sont d’autant plus
importantes pour l'initiation d’une réponse immune vis-a-vis d’un antigene. De plus, CCL3 et
CCL4 assurent une différenciation des lymphocytes T CD4 en sous-types Th1l ou Th2 (Luther
and Cyster, 2001).

IP-10 (CXCL10) et Mig (CXCL9), sécrétées par les DC, favorisent leur interaction avec
les lymphocytes Thl et CTL déja différenciés et mémoires. Mig induit aussi la prolifération

des lymphocytes T (Whiting et al., 2004).

MDC (CCL22) et TARC (CCL17) sont deux chimiokines plus spécifiques des
lymphocytes CD4 Th2 (CCR4+) mais sont sécrétées, avec Mig et IP-10, plus tardivement que
les chimiokines inflammatoires. Le PGE2 et I'histamine, deux molécules associées aux
réponses de type Th2, induisent une augmentation de production par les DC de CCL22 et
CCL17 (Mcllroy et al., 2006). Elles induisent aussi une diminution d’IP-10 et sont donc
impliquées dans la création d’un environnement favorable aux réponses humorales, en plus

de la maturation des DC vers un profil pro-Th2.

Aprés avoir recruté a I'aide de chimiokines les lymphocytes T naifs spécifiques de
I'antigéne présenté, les DC sont aptes a les activer. L’activation de ces lymphocytes T naifs
par les complexes CMH-peptide présents a la surface des DC s’accompagne de la mise en
place, a l'interface entre les deux cellules, d’une jonction spécialisée caractérisée par une
ségrégation spatiale plus ou moins organisée des récepteurs a I'antigéne (TCR), de molécules

d’adhésion et de costimulation (van der Merwe, 2002). C’est la synapse immunologique.

La formation de cette jonction requiert d’'importants remaniements du cytosquelette

de la cellule T et est associée a des cascades de phosphorylation sur tyrosine conduisant au
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recrutement et a l'activation séquentielle de nombreuses molécules de signalisation.
L'interaction mise en place reste stable pendant plusieurs heures, une caractéristique
remarquable révélée par de nombreuses études in vitro et confirmée plus récemment in
vivo au sein du ganglion lymphatique par des approches de microscopie bi-photonique en

temps réel (Germain and Jenkins, 2004).

Dans un premier temps, la synapse se forme grace a linteraction de molécules
d’adhésion présentes sur les deux types cellulaires. Par exemple DC-SIGN exprimé par la DC
va interagir avec ICAM-3 (CD54) sur les lymphocytes T avec une grande affinité, méme en
I'absence d’antigene (Geijtenbeek et al., 2000b). D’autres molécules d’adhésion sont
impliquées dans les interactions DC-LT, comme les intégrines LFA-1 (CD11a/CD18) qui
interagissent avec ICAM-1 (CD54) mais aussi ICAM-2 (CD102) (Martz, 1987) et ICAM-3 ou
comme la glycoprotéine CD2 qui interagit avec LFA-3 (CD58) (Wang et al., 1999) (Figure 18).
Ces interactions vont permettre au récepteur des cellules T (TRC) de balayer la surface
cellulaire des DC pour rencontrer des complexes CMH-peptides d’intérét (Geijtenbeek et al.,

2000a).
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Figure 18 : La synapse immunologique
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Le processus d’interaction entre DC et LT nécessite un temps de contact particulier.
En effet, un temps d’interaction trop court entraine une mauvaise activation fonctionnelle
des LT. L'équipe de Bousso a montré en 2007 que le temps du contact DC — LT in vivo
influence fortement une activation efficace des LT et insiste sur I'importance de la longévité

des interactions dans ce processus, en général supérieure a 6 heures (Celli et al., 2007).

L'engagement du TCR avec un complexe CMH-peptide constitue le Signal 1
d’activation, qui renforce I'augmentation de I’affinité des molécules d’adhésion et stabilise la
synapse. Ce premier signal n’est pas suffisant au déclenchement de la cascade de
signalisation intracellulaire nécessaire a I'activation de la cellule T. Les DC fournissent alors

un Signal 2, via les molécules de costimulation.

Seules les CPA professionnelles sont capables de délivrer ce signal 2 aux lymphocytes.
Ce signal est donné aux lymphocytes par I'interaction entre les molécules de costimulation
(sur les lymphocytes) et leur ligand (sur les DC). Ces signaux jouent un role essentiel
puisqu’ils régulent les réponses immunes en induisant tolérance ou immunité. On distingue

plusieurs familles de molécules de costimulation exprimées par les DC.

Dans la superfamille des immunoglobulines, on trouve la famille B7. Plusieurs
molécules apportent des signaux positifs pour I'activation des LT. Parmi ces molécules, CD80
(B7-1) et CD86 (B7-2) sont sans doute les plus importantes. Ces deux ligands du récepteur
CD28 exprimé par les LT, amplifient de maniere tres forte les signaux issus de I’activation du
TCR. Mais leur cinétique d’expression différe : CD86 est exprimé constitutivement et son
expression augmente rapidement lors de la maturation, alors que celle du CD80 est plus

tardive.

Au niveau de la synapse immunologique, I'engagement du CD28 constitue un
deuxieme signal qui, en synergie avec le TCR, induit la sécrétion d’IL-2 par les lymphocytes.
L'IL-2 sécrétée agit de maniere autocrine et paracrine sur les lymphocytes T. Il induit
également une augmentation de I'expression d’autres molécules membranaires, dont CD40L

et ICOS.

ICOS-L est un membre de la famille B7 et ICOS un homologue de CD28. A la

différence de celui-ci, ICOS n’est pas constitutif et est exprimé aprés activation du TCR et
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stimulation de CD28. Il apporte des signaux positifs secondaires pour I'activation, la

prolifération et la différenciation des lymphocytes T, mais n’induit pas de production d’IL-2.

D’autres molécules, quant a elles, apportent des signaux inhibiteurs. Il existe a la
surface des LT, un homologue de CD28, CTLA4, dont les effets, apres fixation des mémes
ligands CD80 et CD86, sont opposés. C'est une molécule intracellulaire qui devient

membranaire apres activation des lymphocytes T

Une autre molécule inhibitrice est impliquée dans cette interaction, il s’agit de PD-1
(Programmed-death 1 receptor). C'est un autre membre de la famille B7 et de la
superfamille des Immunoglobulines, mais a la différence de CD28, il est monomérique. |
posséde, dans sa partie cytoplasmique, un motif ITIM qui lui donne des propriétés immuno-
inhibitrices. PD-1, comme CTLA-4, nécessite une colocalisation avec le TCR et CD28 pour

induire son inhibition.

Dans la superfamille des Immunoglobulines, il existe une autre molécule qui est le
marqueur caractéristique des DC matures, il s’agit de CD83 (Zhou and Tedder, 1996). A |'état
de traces dans les macrophages et les monocytes (Cao et al., 2005), il est tres faiblement
exprimé sur les DC immatures et augmente fortement au cours de la maturation, en synergie
avec les molécules de costimulation. Le CD83 entraine I'augmentation de I'expression des
molécules du CMH-II et de CD86 sur les DC (Tze et al., 2011). Sa fonction, au niveau des DC,
dépend de son mode d’expression. La forme membranaire participe a I'activation des
cellules T, sa diminution (par l'utilisation d’ARN interférence) compromet fortement cette
fonction (Aerts-Toegaert et al., 2007; Prechtel et al., 2007). La forme soluble, quant a elle, a
des propriétés immuno-inhibitrices (Lechmann et al., 2001) et peut empécher Ila
prolifération des lymphocytes T (Dudziak et al.,, 2005). Récemment il a été montré que
I'utilisation de CD83 soluble pouvait prévenir certains rejets de greffe (Ge et al., 2010; Lan et

al., 2010).

Une autre molécule majeure entre en jeu dans I’activation des LT naifs, il s’agit du
CDA40 qui fait partie de la superfamille du TNF. CD40 est le récepteur de costimulation des DC
le plus caractéristique et le plus décrit. Sa stimulation, par son ligand CD40L (CD154) ou un

anticorps agoniste, est impliqué dans la maturation des DC en induisant une augmentation
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des molécules de costimulation CD80 et CD86, ce qui augmente l'activation et la
prolifération des LT ainsi que I’expression de cytokines (Hunter et al., 2007). En son absence,
la maturation des DC est altérée, induisant une faible sécrétion d’IL-12, ce qui empéche la
génération d’'immunité anti-tumorale (Mackey et al., 1998). La signalisation via CD40 est
aussi impliquée dans la présentation antigénique (Delamarre et al., 2003; Machy et al.,
2002). L'interaction CD40-CD40L, en apportant |'aide nécessaire aux DC, est d’une
importance capitale pour la génération de lymphocytes T cytotoxiques (Bennett et al., 1998;
Schoenberger et al., 1998). L’activation par la voie CD28 va induire I'expression du CD40L,
qui va interagir avec le CD40 exprimé sur les DC. L’engagement du CD40 amplifie I'activation
des DC en augmentant la survie, I'expression des molécules du CMH, le CD80, le CD86 et la
sécrétion de cytokines (IL-12, IL-1, TNF-a) permettant ainsi I'amplification de leur fonction

activatrice (Cella et al., 1996).

La superfamille du TNF est un groupe de molécules costimulatrices jouant un role
trés important dans la modulation des réponses immunes. Leur expression est régulée aprés
activation du TCR et stimulation du CD28, les impliquant dans le contrdle de la longévité de
I'activation des lymphocytes T (Hochweller and Anderton, 2005). Il existe un autre membre
de la superfamille du TNF qui joue un réle important dans la modulation des réponses

immune, OX40.

0X40 est une molécule costimulatrice qui est capable d’augmenter la prolifération et
la survie des cellules T effectrices. Elle est exprimée par les T conventionnels mais aussi par
les Treg, les cellules NK et NKT et les neutrophiles. Récemment il a été montré qu’OX40

pouvait réduire les capacités suppressives des Treg (Croft et al., 2009).

Apres le Signal 2, les LT nécessitent un Signal 3 pour étre pleinement activés. Les
cytokines constituent ce troisieme signal. Les cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les
DC, telles que I'lL-12 ou les IFN de type |, représentent les signaux prédominants pour
I'induction des réponses T CD8+. Ces cytokines semblent agir directement sur le remodelage

de la chromatine des cellules T CD8+.

Activation des lymphocytes T CD8+

Les DC sont les seules APC a pouvoir induire la différenciation de LT CD8+ naifs en

lymphocytes T cytotoxique (CTL). Les CTL sont a méme de détruire les cellules cibles qui
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expriment des antigenes spécifiques qu'elles reconnaissent. Les CTL synthétisent de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires (IL-2, IFNy...). lls peuvent induire la mort des
cellules cibles par deux voies distinctes. La premiére met en jeu les granules lytiques. La
perforine contenue dans ces granules, va entrainer la formation de pores dans la membrane
cible permettant ainsi I'acces aux granzymes et I'induction de la lyse des cellules cibles. La
deuxieme voie implique la liaison de Fas, porté par les cellules cibles, avec Fas-Ligand porté

par les CTL, ce qui induit la mort programmée des cibles par apoptose.

L’activation des LT CD8+ naifs en CTL est un processus complexe qui comprend

plusieurs étapes : activation, expansion, contraction, maintenance et mémoire (Figure 19).
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Figure 19 : Etapes d’activation des lymphocytes T CD8+

Les LT CD8 mémoires sont des cellules importantes en cas de deuxieme infection par
le pathogéne. Leur seuil d'activation est plus faible comparé au LT naif ce qui rend la réponse

mémoire bien plus rapide et efficace.

L’activation des CD8 naifs en CTL par les DC est potentialisée via la participation des
LT CD4+. L'interaction entre la molécule CD40 exprimée par les DC et le CD40-ligand (CD40-
L) exprimé par les LT CD4 activés joue ainsi un réle important pour « autoriser » la DC (« DC
licensing ») a activer une réponse T CD8 cytotoxique (Bennett et al., 1998). En effet, la liaison
du CD40L a son récepteur induit la sécrétion d’IL-12 par les DC (Cella et al., 1996; Koch et al.,
1996). La reconnaissance de certains signaux de danger d’origine microbienne, par les TLR
ou les autres PRR, peut tout de méme permettre aux DC d’activer directement une réponse

CTL sans intervention des LT CD4 auxiliaires (Williams and Bevan, 2007).
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Il a été montré que, comme les réponses CD8+, les réponses CD4+ ont besoin du

troisieme signal constitué des cytokines.

Activation et polarisation des lymphocytes T CD4+

Face a des pathogénes microbiens composés de plusieurs antigénes, les LT CD4+ naifs
orchestrent la réponse immunitaire et se différencient en lymphocytes T auxiliaires (LTh).
Ces LTh sont des cellules qui sécretent de nombreuses cytokines. De cette maniere, ils
adaptent leurs réponses a la nature de la menace rencontrée, fournissant ainsi une aide aux
lymphocytes Bet LT CD8+ cytotoxiques. L'importance des LT CD4+ est clairement
illustrée dans la variété des infections qui touchent les individus atteints du VIH, caractérisé
par une diminution des LT CD4+. Les LT CD4 + jouent également un role critique dans la

pathogenese des cancers, de I'auto-immunité, de I'asthme et de I'allergie.

Selon le type et la maturation des DC (voir chapitre Reconnaissance des pathogenes),
I’environnement cytokinique et la reconnaissance CMH-peptide (voir pages 22 a 30), les LT
CD4+ naifs peuvent se différencier en quatre types cellulaires principaux : Thl, Th2, Th17 et

iTreg (incluant les Tr1, Th3 et Treg CD4+CD25+Foxp3+) (Figure 20).

Il existe une plasticité importante entre les différents LTh qui permet une réponse

immunitaire modulable en fonction des pathogenes impliqués.

IL-10, IL-27,
TGF-8

IL-21

Figure 20 : Hétérogénéité et plasticité des réponses CD4+
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e LesThl

La premiere sous population de LTh a été décrite par Mossman et al dans les années
1980, il s’agit d’'un type de LT CD4+ mature produisant de I'lL-2 et de I'lFNy, ils ont été
nommeés Thl (Mosmann et al., 1986). Les Thl sont impliqués dans I'immunité cellulaire
contre les organismes intracellulaires. L’IL-12, produite par les DC et les cellules de
I'immunité innée ainsi que I'lIFNy produit par les cellules NK, polarisent la différenciation des
cellules T en cellules Thl. Cette polarisation est faite a travers I'action de STAT4 (Signal
Transducer and Activator of Transduction), STAT1 et du facteur de transcription T-bet (Zhou
et al., 2009a). T-bet entraine I'augmentation de I'expression de I'IFNy et a l'inverse, la
diminution de I'expression de I'IlL-4 et de I'lL-5 (Murphy and Reiner, 2002). Certaines
données ont montré un role des cytokines Thl dans la physiopathologie des GVH aigué
(Reddy, 2003). En effet, les Thl vont produire de I'lL-2 qui a un réle pivot dans le contrdle et

I"'amplification de la réponse immunitaire contre les allo-antigenes.

e LesTh2

Une deuxiéme sous-population a été mise en évidence en 1986 (Coffman and Carty,
1986) : les Th2. lls permettent d’induire efficacement la sécrétion d’IgE par les cellules B en
produisant un facteur spécifique de stimulation (nommé plus tard IL-4). La différenciation en
type Th2 est induite principalement par I'lL-2 et I'lL-4 a travers la signalisation de STAT6 et
I'activation du facteur de transcription GATA-3 (Rengarajan et al., 2000). Les Th2 vont alors
produire de nombreuses cytokines, telles que I'lL-4, I'IL-5 et I'lL-13 qui vont permettre de
contréler I'immunité humorale contre les helminthes et les pathogénes extracellulaires
(Abbas et al., 1996). lls agissent sur le « Switch » isotypique des Ig produites par les cellules
B, notamment via I'interaction CD40-CD40L. Loxsky et al ont montré un effet bénéfique de la

polarisation Th2 sur la GVH aigué (Lowsky et al., 2005).

Les deux sous-populations Thl et Th2 sont capables de s’autoréguler. En effet, I'lFNy
produit par les cellules Thl inhibe la prolifération et la sécrétion de cytokines Th2.

Inversement, les cytokines produites par les Th2 inhibent la prolifération des cellules Th1.

e LesThl7

En 2003, une nouvelle population de T CD4+ est définie (Aggarwal et al., 2003; Cua et

al., 2003). Ces cellules, appelées Th17 (Harrington et al., 2005), sont caractérisées par leur
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signature cytokinique, elles sécrétent de I'lL-17A, de I'IL-17F et de I'lL-22. Elles produisent
également de I'lL-21 comme d’autre LTh (Nurieva et al., 2007). Les Th1l7 jouent
principalement un réle dans I'élimination des bactéries extracellulaires et des champignons,
spécialement au niveau des surfaces des muqueuses (Happel et al., 2005; Zheng et al.,
2008). lls sont induits par le TGF-B en combinaison avec les cytokines pro-inflammatoires IL-
6, IL-21 et IL-23. Ces cytokines déclenchent la phosphorylation de STAT-3 et I'expression du
facteur de transcription RORyT (Retinoid-related Orphan Receptor y T) (Miossec et al., 2009).
Les Th17 ont divers effets sur les effecteurs innés et les cellules somatiques (Figure 21). Ils
mobilisent et activent les neutrophiles, agissent directement sur les cellules somatiques et

induisent la production d’IL-1B et de TNF par les macrophages (Jovanovic et al., 1998; Korn

et al., 2009).
APC i] Th@
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Figure 21 : Effets des Th17 (Kitching and Holdsworth, 2011)

En plus de leur réle dans les infections, les Th17 et I'lL-17 jouent un rdle important
dans l'induction et la propagation de maladies auto-immunes. Une forte expression d’IL-17 a
été détectée dans les tissus cibles durant la progression de nombreuses maladies auto-
immunes comme la sclérose en plaque, I'encéphalomyélite allergique (Komiyama et al.,

2006), I'arthrite rhumatoide (Nakae et al., 2003) ou le psoriasis (Steinman, 2007).
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o Les Tfh (T follicular helper)

Bien que les Thl, Th2 et Th17 soient impliqués dans l'aide aux cellules B, une
nouvelle sous-population spécialisée dans cette fonction a récemment été mise en
évidence : les Tfh (T follicular helper) (King et al., 2008). Ces cellules permettent de favoriser
la différenciation des cellules B en plasmocytes dans les organes lymphoides. Comme les
autres LTh, les Tfh requierent un facteur de transcription spécifique pour leur
développement. Trois groupes ont récemment montré que les Tfh expriment Bcl6 (Johnston
et al.,, 2009) et que la surexpression de celui-ci entraine le développement des Tfh alors
gu’une déficience en Bcl6 résulte en l'altération des Tfh (Nurieva et al., 2009; Yu et al,,
2009). En termes de signature cytokinique, les Tfh peuvent produire de I'lL-4 ou de I'IFNy en
fonction de la réponse initiale et sécretent de I'lL-21. Ils expriment les molécules de

costimulation ICOS et PD1.

Une population particulierement étudiée dans le cadre de I'immunothérapie anti-

tumorale est les iTreg. En effet, ils possedent un fort potentiel tolérogene.
o LlesiTreg

Il existe plusieurs populations de cellules T régulatrices (Treg) : les Treg naturel

(nTreg) et les Treg induits (iTreg) (Figure 24).

Les nTreg sont produits dans le thymus lors de la sélection thymique et ont pour réle
principal de contréler I'activation et/ou I'expansion des cellules T autoréactives ayant

échappé a la sélection thymique. Ils sont CD4*CD25Foxp3*CD127".

Contrairement au nTreg, les iTreg sont induits aprés stimulation des CD4+ naifs en
périphérie. Classiquement trois sous-populations sont décrites : les iTreg CD4'CD25 Foxp3”,
les Trl et les Th3. Ces sous-populations peuvent étre induites par les nTreg a partir des
populations CD4+ (Dieckmann et al., 2002) ou sous certaines conditions (absence de signaux
de costimulation, présence de cytokines comme IL-2 et le TGF-B ou de drogues inhibitrices)

(Zheng et al., 2004).

Les iTreg CD4"CD25 Foxp3* ont le méme phénotype et les méme propriétés

que les nTreg mais sont générés en périphérie (Shevach et al., 2006). Le TGF-B permet
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I'induction in vivo et in vitro de ces iTreg a partir de cellules T CD4*CD25’, en présence d’IL-2

(Fantini et al., 2004).

Les lymphocytes Trl sont issus de la différenciation de LTCD4+ naifs activés
par une DC immature ou activés dans un contexte régulateur, en présence de forte quantité
d’IL-10 mais aussi d’IL-5, de TGF-B et d’IFNy. Les Trl sécrétent beaucoup d’IL-10 mais aussi
de I'IL-5 et du TGF-B. lls jouent ainsi un role immunosuppresseur et participent au

rétrocontréle négatif de la réponse immunitaire, notamment Th1.

Les lymphocytes Th3 sont issus de la différenciation de LT CD4+ au niveau des
mugqueuses et notamment de la muqueuse digestive. lls ont été découverts chez les souris
protégées de I'Encéphalite Allergique Expérimentale (EAE) par administration orale de la
protéine basique de la myéline (MBP). Ces lymphocytes sont différenciés par des DC
particuliéres, présentes dans les plagues de Peyer en contact avec des bactéries
commensales. Les Th3 sécretent beaucoup de TGF-B et de I'lIL-5. La différentiation in vitro
des lymphocytes Th3 est favorisée par I'lL-4, I'IL-10 et le TGF-B et inhibée par I'IL-12. Ils
inhibent également les réponses Thl et Th2 systémiques via la production de TGF-f et sont
capables d’induire la différenciation des LT CD4 naifs en Treg CD4+CD25+Foxp3+ (Carrier et
al., 2007; Weiner, 2001).

Des études récentes sur les LTh ont révélé une grande flexibilité dans la production
de cytokines par rapport au dogme décrit dans les travaux antérieurs et il y a maintenant de
nombreux exemples de la plasticité du phénotype cellulaire des LT CD4+ (Zhou et al., 2009b)
(Figure 22).Les LT CD4+ helper différenciés peuvent en effet modifier leur profil
de production de cytokines en fonction de I'environnement (Lee et al., 2009). Il existe des
circonstances dans lesquelles I'expression des facteurs de transcription est transitoire et des
cas ol les cellules expriment plusieurs facteurs de transcription (Zhu and Paul, 2008). Il a été
montré que les Th2 sécrétrices d’'IL-4 pouvaient a certains stades de différenciation produire
de I'lIFNy, cytokine caractérisant classiquement les Thl. En effet, une production d’IFNy a été
mise en évidence chez des Th2 exposés a un milieu contenant de I'IL-12. Inversement, une
production d’'IL-4 peut étre détectée par d’autres LTh que les Th2, y compris par des Thl

différenciés (Zhu et al., 2010). Les Treg peuvent également se convertir en plusieurs types
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cellulaires sous différentes conditions. In vivo, il a été montré que les nTreg pouvaient
devenir des Tfh dans les plaque de Peyer de souris lympho-déficientes (Tsuji et al., 2009). Les
équipes de Xu et al et de Yang et al ont constaté qu’une fraction de LT reg périphériques
perdent I'expression de Foxp3 et produisent de I'lL-17 lors de stimulation in vitro en

présence d’'IL-6 (Xu et al., 2007; Yang et al., 2008).

De nouvelles populations sont également identifiées comme les Th9 (Veldhoen et al.,

2008) et Th22 (Eyerich et al., 2009) cellules qui produisent de maniére sélective de I'IL-9 et

Tth

+ IFN-y
Th2 /

@ | Th22

Th1
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Figure 22 : Plasticité des lymphocytes T auxiliaires (O'Shea and Paul, 2010)

de I'lL22 respectivement.

Il semble donc intéressant de moduler le systéeme immunitaire, soit dans le cadre des
cancers en favorisant une polarisation Thl et donc la sécrétion de molécules pro-
inflammatoires, soit en induisant des LT reg dans le cadre de maladie auto-immune ou de

rejet de greffe. La tolérance peut donc étre induite par I'activation de LT CD4+ et CD8+
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régulateurs (LT reg) qui inhibent la réponse immunitaire via la sécrétion de cytokine comme

I'lL-10 et le TGF-B.

La modulation de la réponse immune peut étre induite directement ou indirectement

par les DC.

7. Induction d’une tolérance par les DC

Il semble que le caractére tolérogene des DC ne soit pas spécifique d’une sous-
population de DC ni de leur état de maturation. En effet, le concept bimodal par lequel les
DC immatures favoriseraient la tolérance des cellules T en opposition avec les DC matures

est, depuis plusieurs années, remis en question (Rutella et al., 2006; Tisch, 2010).

Les DC tolérogénes peuvent avoir un phénotype mature ou immature. Les DC
immatures montrent une capacité d’activation des cellules T réduite et leur phénotype
immature peut étre activement maintenu aprés I'engagement de certains récepteurs, en
I’'absence d’inflammation. Ainsi, la phagocytose de corps apoptotiques, qui représentent une
importante source d’antigénes du Soi, permet la conversion des DC immatures en DC
pouvant induire une tolérance (arrét de prolifération, anergie des LT spécifiques de

I’antigéne) (Kushwah and Hu, 2010).

Les DC peuvent devenir activement tolérogénes par de nombreux mécanismes
(Tableau I). Chez 'Homme une sous-population de DC dérivées de monocytes et exprimant
IDO a été décrite (Hill et al., 2007). L'IDO est une enzyme impliquée dans la dégradation du
tryptophane (acide aminé essentiel). La diminution de la quantité de tryptophane et
I'augmentation en paralléle de ses catabolites inhibent la prolifération des LT et induisent
leur mort. L'expression d’IDO peut étre provoquée dans les DC apreés la liaison de leurs

molécules B7 avec CTLA-4, ou par l'interféron gamma (Hill et al., 2007; Mellor et al., 2003).

Une autre molécule, 'Heme Oxygenase-1 (HO-1), exprimée par les DC présente des
propriétés tolérogenes. C'est une enzyme qui dégrade I’héme en monoxyde de carbone
(CO), bilirubine et ions divalents Fe. Cette enzyme via ses 3 produits de dégradation,
entraine la diminution de la sécrétion d’IL-12 par les DC tout en maintenant la sécrétion d’IL-

10. Linduction de la voie HO-1 peut donc étre bénéfique dans la protection contre les
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maladies auto-immune et pour la survie de greffes (Simon et al., 2011) et a I'inverse délétere

dans le cadre des cancers.

Des DC tolérogenes peuvent étre induites par plusieurs drogues immunosuppressives
(Hackstein and Thomson, 2004), administrées in vivo pour inhiber les réponses immunitaires,
notamment lors de transplantation d’organe ou de CSH allogéniques : telles que la
cyclosporine A (CsA) (Barten et al., 2006; Duperrier et al., 2002), et la rapamycine (Turnquist
et al., 2007), mais également I'aspirine (Buckland et al., 2006), la 1,25-(OH) VitD3 (Matsuzaki
et al.,, 2006), les estrogénes (Polanczyk et al.,, 2006), ou la dexamethasone (Sordi et al.,

2006).

Enfin, des études récentes ont montré un role crucial d’ICOS, exprimé par les cellules
T, dans l'induction de la tolérance périphérique par anergie, mécanisme indépendant de I'IL-

10 (Tuettenberg et al., 2009).

Tableau | : Facteurs tolérogenes des cellules dendritiques.

s Phénotype et propriétés fonctionnelles
Facteurs tolérogénes L
des DC tolérogenes

- Culture a partir de monocytes ou de cellules - sécrétion d’'IL-12p70
souches CD34+ avec |, GM-CSF, P IL-10, TGF-b

ou ATG -] sécrétion d’'IL-10 et de TGF-b

- Ingénierie génétique : virus recombinant... -\ molécules de costimulation (CD80, CD86)

- Médiateurs pharmacologiques: drogues - T molécules inhibitrices (PDL1)

HRMUROSUPECSSINES - molécules CMH de classe I/l

- Vitamine D, - molécules induisant la mort des LT (CD95L)
- N-acetyl- -cysteine -1 IDO

- AMPcyclique induit - NF-kB

- HLA-G

- Expansion ou génération de novo de LT reg

Les pDC peuvent également étre tolérogéne dans certaines conditions. Bien que les
pDC soient capables d’activer I'immunité innée et adaptative, leur role principal est

I'induction et le maintien de la tolérance périphérique.
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Les pDC immatures fraichement isolées du sang périphérique peuvent induire
I'anergie de clones lymphocytaires T CD4+, spécifiques d’antigenes. Il a été rapporté que les
pDC incubées avec la toxine tétanique inhibent la prolifération des lymphocytes T CD4+
autologues, spécifiques de cet antigene (Kuwana et al., 2001). Cette étude montre que des
pDC chargées avec la topoisomérase | d’un patient atteint de sclérodermie induisent la
tolérisation des lymphocytes T CD4+ pathogéniques. Cet effet est en partie lié au défaut de
production d’IL-2. En effet, si I'IL-2 est apporté en complément, une réversion partielle de

I’effet inhibiteur est observée.

En présence de pDC, les lymphocytes T CD4+ traités ne peuvent pas augmenter
I’'expression de CD40 ligand en réponse a une reconnaissance de l'antigéne sous forme
peptidique. Les études de Rissoan (Rissoan et al., 1999) et Gilliet (Gilliet and Liu, 2002a) ont
montré que les pDC du sang périphérique activées par la combinaison CD40 ligand et IL3
induisent la différenciation des lymphocytes T naifs allogéniques CD4+ et CD8+ en
lymphocytes Th2 et en lymphocytes T régulateurs CD8+ produisant de I'IL-10. Ces
lymphocytes T régulateurs CD8+ ne sont pas capables ni de proliférer en réponse a la
restimulation d’antigéne spécifique, ni de lyser des cellules cibles incubées avec un antigene.
L’état d’anergie est spécifique de I'antigéne et est induit par I'lL-10 qui est produite de facon
autocrine ou paracrine durant la stimulation primaire. Lors de la restimulation avec les
méme antigenes, les lymphocytes T CD8+ peuvent supprimer l'activation primaire des
cellules T naifs et de plus, elles peuvent induire une tolérance par effet “bystander” des

lymphocytes T (Gilliet and Liu, 2002b).

Les études in vivo des pDC confirment leur réle dans la tolérance. Une équipe a
montré que les pDC sont impliquées dans la génération de lymphocytes T régulateurs
CCR4+CD4+CD25+ FOXP3+ au niveau des ganglions lymphatiques. Cette population favorise
le développement de la tolérance et par conséquent prolonge la survie d’un greffon
cardiaque allogénique (Ochando et al., 2006). De plus, l'interaction des pDC avec les
lymphocytes T CD4+ dans les ganglions lymphatiques semble indispensable au
développement de ces lymphocytes T régulateurs (Ochando et al., 2005). L'effet des pDC sur
les lymphocytes T CD4+ dépend du contact intercellulaire et est médié par des molécules

exprimées par les pDC, en particulier ILT3/ILT4.
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Il a également été montré que les pDC peuvent induire une tolérance efficace des
lymphocytes CD4+ et CD8 + contre des antigénes administrés par voie orale (Goubier et al.,
2008). D’autres études ont montré que I'expression du récepteur de chimiokine CCR9 sur les
pDC immatures avait un impact sur I'induction de tolérance, cela entraine une augmentation
des lymphocytes T régulateurs et supprime la réponse antigene-spécifique in vitro et in vivo

(Hadeiba et al., 2008).

Plus récemment, Pallotta et al ont montré une fonction différente de la fonction
enzymatique d’'IDO dans I'immuno-régulation médiée par les pDC. IDO a alors un réle de
signalisation. En effet, via I'activation par le TGF-B, IDO va induire a travers ses motifs ITIM la
voie non-classique de NFkB et la production d’IFN de type | tout en maintenant un
environnement TGF-B. L'effet immunorégulateur des pDC est alors induit a long terme

(Pallotta et al., 2011).

Compte tenu du réle central des DC dans l'activation de l'immunité innée et
adaptative ainsi que dans l'induction et le maintien d’une tolérance, ces cellules semblent
étre des cibles thérapeutiques idéales pour la modulation par voie pharmacologique de la

réponse immune.
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II - Drogues immunomodulatrices

1. Modulation pharmacologique des DC

De nombreuses équipes se sont intéressées aux DC et ont tenté d’amplifier 'une ou

I’autre de leurs fonctions.

a. Amplification de I'activité immunostimulatrice des DC

L’'activité immunostimulatrice des DC dépend de leur état de maturation et de leur
capacité a activer les lymphocytes T. En effet chez des patients atteints de mélanome, il a
été obervé la supériorité des DC matures pour générer des réponses T CD4 et CD8 (Jonuleit

etal., 2001).

Beaucoup de molécules sont capables d’activer des DC, mais toutes ne sont pas
disponibles en grade clinique. L'un des premiers agents de maturation décrit est le MCM
(Monocyte-Conditioned Medium), obtenu par culture de monocytes sur des
immunoglobulines immobilisées (Reddy et al., 1997). Un cocktail de maturation, composé de
cytokines (TNF-a, IL-1pB, IL-6) et de PGE2, a été développé a partir du MCM (Jonuleit et al.,
1997). Il assure une maturation irréversible des DC et leur confere, grace au PGE2, des
propriétés migratoires ainsi qu’une résistance a I'apoptose. Ce cocktail ne permet pas la
sécrétion d’IL-12p70, mais assure quand méme une réponse de type Thl (Lee et al., 2002;
Schuler-Thurner et al., 2002). D’autres agents de maturation sont disponibles pour un usage
clinique, notamment le CD40L (Schlienger et al., 2003), qui favoriserait la présentation
croisée (Delamarre et al., 2003), ou des ligands des TLR . Du fait de leur réle dans l'initiation
d’'une réponse immune effectrice et dans la maturation des DC, les molécules TLR
constituent des cibles de choix en termes d'immunostimulation. De nombreux agonistes des
molécules TLR sont recherchés en tant qu’adjuvants dans les vaccins (Zhang et al., 2004).
Des oligonucléotides synthétiques contenant des motifs CpG sont parmi les plus puissants
activateurs des cellules immunitaires. Des combinaisons de ligands de TLR et de cytokines
sont aussi disponibles. C'est le cas par exemple pour la combinaison IFNy+ribomunyl (ligand
du TLR4 composé de fractions membranaires et ribosomales de différentes souches
bactériennes) (Boccaccio et al., 2002), qui favorise la sécrétion d’IL-12p70 via I'lFNy, ou la
combinaison TNF-a+poly I:C (un ARN double brin synthétique se fixant sur le TLR3) (Spisek et

al., 2001). D’autres ligands de TLR ont des effets stimulateurs sur les DC, comme le nouvel
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adjuvant Ling Zhi-8 qui a récemment été mis en évidence (Lewis et al.,, 2011). De méme,

I’Ampligen® qui est un analogue du poly I:C utilisé en grade clinique, a les capacités d’induire

une maturation optimale aussi bien au niveau phénotypique (augmente I'expression de

CD83, CCR7, CD86, CD40) qu’au niveau fonctionnel (IL-12, réponse Th1) (Navabi et al., 2009).

Toutes ces molécules peuvent donc améliorer la « qualité » des DC, ce qui

permettrait leur usage en immunothérapie (Simon et al.,, 2009), dans le traitement de

nombreuses maladies dont les cancers.

b. Amplification de I'activité immunosuppressive des DC

De nombreuses études ont mis en évidence des molécules pharmacologiques

capables d’entrainer une immunosuppression via les DC dans des contextes thérapeutiques.

Ces molécules agissent a différents niveaux physiologiques et fonctionnels des DC (Figure

23).
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Figure 23 : Drogues immunosuppressives agissant sur les DC (Hackstein and Thomson, 2004)
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Au niveau de la différenciation et de I’expansion des DC, plusieurs molécules
pharmacologiques sont peuvent étre utilisées. Les corticostéroides sont sans doute les plus
efficaces et les plus fréquemment utilisés dans le traitement des maladies auto-immunes. In
vitro, ils agissent en bloquant la différenciation des DC dérivées de monocytes humains
(Piemonti et al., 1999; Woltman et al., 2000). De plus, ils suppriment la différenciation des

cellules dendritiques dermiques dérivées du progéniteur CD34+ (Woltman et al., 2002).

La 1a,25(0H),D3 (métabolite actif de la vitamine D3) est une hormone stéroidienne
qui a également un effet immunosuppresseur sur la différenciation des DC. Il a été montré,
in vitro, que cette hormone inhibe la différenciation des monocytes CDla+ et des DC
dérivées de CD34+ et qu’elle augmente I'expression du marqueur des monocytes CD14
(Penna and Adorini, 2000). Dans des modeles murins, de fortes concentrations de
1a,25(0H),Ds3 inhibent la différenciation des DC CD11c+ dérivées de la moelle osseuse

(Griffin et al., 2000).

En plus de ces deux agents immunosuppresseurs classiques, le butyrate de sodium
(inhibiteur HDAC) interfere également avec la différenciation des DC. Le butyrate supprime
la différenciation des monocytes CD14+ en DC et empéche I'augmentation de I'expression
du marqueur CDla (Nascimento et al.,, 2011). La rapamycine (sirolimus) est un
immunosuppresseur qui supprime la production de GM-CSF in vitro (Woltman et al., 2001)
et de FLT3L in vivo (Hackstein et al., 2003), bloquant ainsi la différenciation des monocytes

CD14+ en DC.

La capture et I'apprétement des antigénes sont des phénomenes qui peuvent
également étre touchés. Les corticostéroides, la 1a,25(0H),Ds (Takeda et al., 2010) et I'acide
acétylsalicylique (aspirine) (Hackstein et al., 2001) suppriment la maturation phénotypique

et fonctionnelle des DC et donc par conséquence augmentent leur capacité d’endocytose.

Il a également été montré que la sanglifehrine A (agent se liant aux immunophilines)
peut inhiber I'endocytose par les DC dérivées de monocytes humains mais également
diminuer l'expression de lectines (par exemple DC-SIGN) (Woltman et al.,, 2004). Un
inhibiteur de la calcineurine, la cyclosporine A, entraine aussi la suppression de |'activité
d’endocytose des DC (Tajima et al., 2003). La modulation pharmacologique de I'apprétement

des antigenes est également possible grace a une drogue anti-malaria, la Chloroquine. Elle
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supprime l'acidification des lysosomes, ce qui résulte en une diminution de la présentation
CMH-II car les antigenes sont mal protéolysés (Schultz et al., 1995). Plus récemment, il a été
montré que la méthamphétamine pouvait également inhiber 'apprétement, la présentation

et la phagocytose des antigenes (Talloczy et al., 2008).

Comme décrit précédemment, la maturation des DC est déclenchée par de
nombreux stimuli et plusieurs agents immunosuppressifs et anti-inflammatoires peuvent
interférer avec son expression phénotypique ou fonctionnelle. Les corticostéroides sont des
inhibiteurs potentiels de la maturation induite par TLR-4 ainsi que de la production de
cytokines pro-inflammatoires (IL-12, TNF-a). La 1a,25(0OH),D3 a les méme effets in vitro et in
vivo, elle supprime la maturation phénotypique et fonctionnelle induite par le LPS, le CD40L
ou le TNF-a (Berer et al., 2000; Eftekharian et al., 2010). Le Mycophenolate mofetil (MMF)
inhibe la maturation phénotypique des DC, la production d’IL-12 et I’activité allo-stimulatrice
des DC (Colic et al., 2003). Récemment, il a été observé que le thalidomide, la cyclosporine A
et 'amitriptyline, qui sont des drogues utilisées dans des conditions cliniques variées, ont
également un réle suppresseur sur la maturation des DC, elles inhibent la production de

TNF-a et d’IL-12 (Campelo et al., 2011).

La migration des DC de la moelle osseuse aux tissus périphériques, ainsi que de la
périphérie aux tissus lymphoides peut également subir des modulations pharmacologiques.
Les corticostéroides inhibent cette migration en supprimant la production de chimiokines
pro-inflammatoires (CCL2, CCL3, RANTES...) (Vizzardelli et al., 2006). La cyclosporine A inhibe
I’expression de COX2 par les DC (Chen et al., 2004), ce qui entraine une diminution de PGE2,
important inducteur de migration. Nouvellement, il a été montré un réle de la sanglifehrine
A dans linhibition de la migration des DC ainsi que de I'expression des chimiokines

(Immecke et al., 2011).

Comme nous venons de le décrire, de nombreuses molécules pharmacologiques

peuvent modifier I'orientation de la réponse immune induite par les DC. Ainsi, il est apparu a
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la suite de récentes études que certains traitements anti-tumoraux, utilisés a I'origine pour
leurs propriétés toxiques vis-a-vis des tumeurs, altéraient également le systéme
immunitaire. En effet, certains traitements, en parallele de leur action délétere sur les
tumeurs, favorisent l'induction d’une réponse immunitaire (Goodyear et al., 2010) ou a

I'inverse induisent une tolérance (Roger et al., 2011).

Dés lors, il apparait primordial d’étudier I'impact de nouvelles drogues utilisées en

chimiothérapie sur le systeme immunitaire et plus particulierement sur les DC.

La modulation pharmacologique peut également se faire en se basant sur les
mécanismes d’épigénétique. L'épigénétique est un domaine actuellement en voie de
développement qui se concentre sur les changements stables de I'expression des genes. De
plus en plus de données évoquent un role de ses mécanismes dans le développement des
cancers et des maladies auto-immunes, ce qui fait de I'épigénétique une cible potentielle

pour de nouvelles drogues thérapeutiques.

2. Les drogues épigénétiques

Alors que les modifications génétiques, comme les délétions, sont irréversibles ;
certaines altérations épigénétiques (l’'acétylation des histones et la méthylation de I’ADN)
sont au contraire réversibles. L'importance de ces processus dans le développement tumoral
fait d’eux des cibles potentielles dans le cadre de nouvelles thérapies anti-tumorales.
Certaines molécules anticancéreuses du fait de leur toxicité agissent également sur ces
modifications épigénétiques, c’est notamment le cas des agents hypométhylants et de
certains inhibiteurs d’histone deacetylases (iHDAC). Plusieurs de ces drogues sont

actuellement testées dans des essais cliniques (Al-Ali et al., 2011; Tan et al., 2010).

a. Les agents hypométhylant

L'hypométhylation est un nouveau concept épigénétique. On a constaté dans les
MDS des anomalies au niveau de I'ADN, notamment une hyperméthylation de certains
promoteurs de genes appelés genes suppresseurs de tumeur. Ces genes permettent la mort

cellulaire (apoptose) des cellules anormales (dysplasiques) et régulent le cycle cellulaire.
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L'hyperméthylation provoque ['extinction de ces genes permettant alors aux cellules

tumorales de croitre.

Le terme d’agent hypométhylant fait référence a wun groupe d’agents
chimiothérapeutiques avec la capacité, aussi bien in vivo qu’in vitro d’induire
I’hypométhylation de I’ADN. La méthylation de I'ADN est un processus épigénétique
réversible contr6lé par les ‘DNA methyltransferases’” (DNMT), enzymes dont il existe 3
familles (DNMT 1, 2 et 3). La méthylation des cytosines au niveau des dinucléotides CpG
(hyperméthylation) entraine une modification de I'architecture de la chromatine qui aboutit
a une compaction des nucléosomes, empéchant ainsi I'accés des facteurs de transcription

(ou des protéines de liaison) a I'ADN.

L'incorporation d’agents hypométhylants, comme la 5-azacytidine (analogue de la
cytosine), dans I’ADN ou I’ARN provoque la formation d’un complexe covalent avec la DNMT
1 (responsable du maintien du profil de méthylation au cours de la réplication). Ce complexe
entraine une diminution de I'activité de DNMT 1, se traduisant par une hypométhylation
(Yoo and Jones, 2006) (Figure 24). Cette hypométhylation réduit la stabilité des signaux de

répression ; il y a alors levée de 'inhibition de transcription.
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Figure 24 : Mode d’action de la 5-azacytidine

Aujourd’hui deux agents hypométhylants sont approuvés par les USA et sont utilisés
couramment : la 5-azacytidine (Silverman et al.,, 2002) et la 5-aza-2-deoxycytidine

(décitabine) (Kantarjian et al., 2003). L'azacitidine permet d'empécher cette méthylation et
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induit la ré-expression des genes suppresseurs de tumeur. Le cancer est ainsi controlé.
Malheureusement, la rechute est inévitable dans |'état actuel des connaissances, mais les
progres sont rapides et bient6t de nouvelles solutions permettront de gagner encore du

terrain sur cette maladie.

Comme la 5-AZA, une autre catégorie de drogue ayant des effets épigénétiques est
de plus en plus étudiée. Ce sont les inhibiteurs d’histone désacétylase. Les inhibiteurs
d’HDAC sont devenus des candidats prometteurs pour le traitement de différents types de
cancer. Environ 80 essais cliniques avec les iHDAC sont en cours et testent plus d’'une dizaine

d’agents différents sur les cancers solides et hématologiques (Tan et al., 2010).

b. Les inhibiteurs HDAC

Généralités

Les histones composant la chromatine sont susceptibles de subir des modifications
(Wolffe and Hayes, 1999). Dans les cellules saines, I'état d’acétylation des histones dépend
de deux groupes d’enzymes: les histones acétyltransférases (HAT) et les histones
désacétylases (HDAC) (Archer and Hodin, 1999). Les HAT permettent I'acétylation des lysines
ce qui atténue la charge positive des histones et provoque ainsi une baisse de leur affinité
pour I’ADN. Cette déstabilisation de la chromatine permet alors une accessibilité plus grande
aux activateurs de la transcription. A linverse, les HDAC sont des répresseurs de la
transcription. Elles empéchent I'acétylation des histones et permettent alors le maintien
compacté de la chromatine, ce qui rend I’ADN difficilement accessible aux facteurs de
transcription (Figure 25). L’augmentation de I'activité HDAC a été observée dans les cellules

cancéreuses (Grignani et al., 1998).

La survie cellulaire, la différenciation et I'expression des génes sont régulées par les
activités opposées des HDAC et des HAT. L’acétylation des histones par les HAT est associée
a l'activation de la transcription aprés déstabilisation de la chromatine. A l'inverse, la
desacétylation par les HDAC induit une forme condensée et inactive de la chromatine, ce qui
entraine la répression de certains génes. Bien que les histones soient les principales

protéines acétylées, les HDAC sont également capable de modifier 'activité de divers types
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de protéines non-histones (Minucci and Pelicci, 2006). Désormais, il est de plus en plus
reconnu que |'acétylation de certaines protéines non-histones par les HAT et les HDAC est
une modification post-traductionnelle importante. Les modifications dans la balance HAT /
HDAC influencent un large éventail de maladies humaines, incluant I'oncogenése et les

dysfonctionnements immunitaires (Redner et al., 1999).

Différents composés peuvent inhiber des activités HDAC (trichostatine A, butyrate de
sodium, acide valproique, SAHA...) en inactivant leur site catalytique. Il a été démontré que
ces inhibiteurs HDAC peuvent améliorer I'activité anti-tumorale des chimiothérapies

antimitotiques (Drummond et al., 2005; Minucci and Pelicci, 2006).
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Figure 25 : Mécanisme d’action des inhibiteurs HDAC

Familles

Il existe tout d’abord une trés grande diversité des iHDAC, qu’ils soient d’origine
naturelle ou synthétique. Les iHDAC naturels, comme la trichostatine A (TSA), la dépudécine,
les trapoxines, les apicidines, le suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) ou encore le
butyrate de sodium et le phénylbutyrate, présentent une activité in vivo mais leur

développement est limité par leur instabilité et leur faible rétention.

Cellules dendritiques et drogues immunomodulatrices Page 57



Introduction

C’est pour cette raison que des analogues ont été synthétisés et découverts a partir
de nouvelles banques. L'oxamflatine et le scriptaide, qui ont des structures proches de celles
de la TSA et du SAHA, ont ainsi été découverts. De la est née une seconde génération
d’iHDAC avec le NVP-LAQ824 ou encore le PDX101 dont le développement est actuellement
en phase d’essais cliniques mais leur impact sur le systéme immunitaire reste a évaluer. Des
nouveaux dérivés benzamides ont été simultanément synthétisés et deux d’entre eux sont

avancés dans les essais cliniques, le MS275 et le CI994 (Monneret, 2005).

Les iHDAC peuvent étre caractérisées en cinq classes (Tableau Il) :

— les molécules qui présentent de courtes chaines d’acides gras comme le butyrate
de sodium, le phénylbutyrate et le pivalolyloxyméthylbutyrate ;

— les acides hydroxamiques avec le SAHA, la TSA, le NVPLAQ824 et le PXD 101 ;

— les tétrapeptides cycliqgues contenant un cycle 2-amino-8- oxo-9,10-époxy-décanoyl
comme la trapoxine A ;

— d’autres tétrapeptides cycliques ne contenant pas un cycle 2-amino-8-ox0-9,10-
époxy-décanoyl avec le composé FK228 ;

— des benzamides dont les chefs de file sont les composés MS275 et CI994 (p-N-
acétyl-dinaline).
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Tableau Il : Différentes classes d’iHDAC (Mottet and Castronovo, 2008)

Classe

Acide gras
a chaines
courtes

Acides
Hydroxamigues

Tetrapeptides
cycliques

Benzamides

Divers

Composés

- Butyrate
- Acide valproique (VPA)
- AN-9 (prodrogue)

- Trichostatine A (TSA)

- Acide hydroxamigue
Suberoxylanilide (SAHA)

- PXD101

- Oxamflatine

- LAQB24

- LBH589

- Acide M-Carboxycinnamigue

Bishydroxamique (CBHA)

- Acide subérigue

Bishydroxamique (SBHA)

- Acide azélaique

Bishydroxamique (ABHA)

- Scriptaide

- Pyroxamide

- Tubacine

- G-1521

- SK-7068

- SK-7041

- ITF2357

- PCI-24781

- Depsipetide (FK 228,
FR901228)

- Trapoxine A

- Apicidine

- CHAP

- MS-275
- N-acétyldinaline (CI-994)

- Dépudécine
- MGCDO103

1C50

mM
mM
uM

nM

uM
uM
nM
nM
M
pM
pM
uM
uM
uM
uM
uM
nM
nM
ND

nM
nM
nM
nM

HDAC
spécificité

Classe |, lla
Classe |, lla
ND

Classel, Il

Classel, Il
ND
Classel, Il
Classel, Il
ND

ND

ND

ND
Classel
Classell b
ND

HDACI et 2
HDACI et 2
Classel, Il
Classel, Il

Classe |
Classe |, lla
HDACl et 3
Classe |

Classel
ND

Essai
clinique

Phase |, Il
Phasel, Il
Phase |, I

ND

FDA®
Phase |, Il
ND

Phase 1, Il
1]

Phase |, 1l
11

ND

ND

ND

ND
Phase |
ND

ND

ND

ND

Phase 1, Il
Phase |

Phase [, Il
ND
ND
ND

Phasel, Il
Phasel, I1, 11l

ND
Phase |, 1

Cancer

Leucémie, myélodysplasie, lymphome, cancer intestin
Leucémie, myélodysplasie, tumeurs solides diverses
Cancer poumon, mélanome et leucémie

Leucémie, lymphome, myélome, tumeurs solides diverses
Tumeur solide, leucémie, lymphome

Tumeur solide, leucémie, lymphome

Leucémie, lymphome, myélome, cancer intestin

Myélome, leucémie
Tumeur solide, leucémie

Cancer rein, cancer prostate, cancer poumon

Tumeur solide, leucémie et lymphome
Cancer pouman, cancer pancréas, cancer rein

Cancer pancréas, leucémie

La TSA, le SAHA et les nouveaux acides hydroxamiques se lient au niveau du site actif

de I'enzyme. Dans cette poche, leur complexation au zinc est essentielle pour les échanges

de charges et leur activité inhibitrice (Finnin et al., 1999). C’'est vraisemblablement une des

raisons pour lesquelles la plupart des iHDAC hydroxamiques inhibent les HDAC de classes | et

Il et sont inefficaces sur les enzymes de classe lll. Le SAHA, le NVP-LAQ824 et le PXD101

inhibent les HDAC 1, 3 et 4. Les autres iHDAC, comme le benzamide MS275 ou le

depsipeptide FK228, inhibent uniquement les enzymes de classe |, respectivement les sous-
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classes 1 et 3 pour MS275 et 1 et 2 pour le FK228. Le MS275 n’agit pas sur I’'HDAC 8 comme
la TSA. Le FK228 est effectivement inactif sur HDAC de classe Il (4 et 6).

Effet anti-tumoral

Le potentiel anti-tumoral des inhibiteurs HDAC vient de leur capacité a influencer de
nombreux processus cellulaires qui sont déréglés dans les cellules tumorales. En général,
I'inhibition du cycle cellulaire, I'activation de la différenciation et I'induction de I'apoptose
sont les activités anti-tumorales importantes des iHDAC (Figure 26). Les iHDAC modifient la
différenciation des cellules circulantes leucémiques (Puccetti et al., 2005), de lignées
cellulaires de cancers mammaires (Bali et al., 2005), de cancers de la prostate (Qian et al.,

2005) ou encore de carcinomes rénaux (Wang et al., 2005).

Normal cells
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Figure 26 : Activité anti-tumorale des iHDAC

De récentes études pré-cliniques établies par plusieurs équipes ont montré un lien
entre linitiation de I'apoptose des cellules tumorales et ['efficacité thérapeutique
(Lindemann et al., 2007; Newbold et al., 2008). L'implication des iHDAC dans I'induction de
la mort des cellules cancéreuses et non dans celle des cellules saines est un point important

a souligner qui individualise certainement cette classe de médicaments et rend son avenir
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prometteur face aux drogues conventionnelles. Les iHDAC ciblent I'apoptose par la voie
mitochondriale (Marks and lJiang, 2005), en particulier par augmentation des espéces
radicalaires (Ungerstedt et al., 2005), mais aussi I'autophagie indépendante de la voie des
caspases (Shao et al., 2004). Cette derniere voie de mort peut étre un avantage pour les
cellules qui présentent un déficit dans la cascade apoptotique. Les iHDAC induisent une
augmentation du taux de thiorédoxine réduite exclusivement dans les cellules dites «
normales », ce qui entraine une élimination des radicaux libres oxygénés. lls peuvent alors
jouer leur role cellulaire (au niveau de NFkB, des récepteurs aux oestrogenes...). Dans le cas
des cellules tumorales, elles induisent la liaison de la thiorédoxine a la TBP2 (thioredoxine
binding protein), son inactivation et I'induction de la mort cellulaire. Cela peut étre une des
hypotheses expliquant la plus grande résistance des cellules « normales » a la mort induite
par les iHDAC et I'action plus spécifique de ceux-ci sur les cellules cancéreuses (Dokmanovic
and Marks, 2005). Dans un autre domaine, cette induction sélective de la mort des cellules
tumorales peut aussi s’expliquer par l'augmentation sélective de I'expression de TRAIL
(TNFrelated apoptosis inducing ligand) et de son récepteur DR5 induit par les iHDAC
(Srivastava et al., 2010). De plus, la combinaison des iHDAC avec d’autres agents pro-
apoptotigues semble entrainer une synergie de I'apoptose et une activité anti-tumorale plus

importante (Frew et al., 2008).

Il apparait également que leur utilisation a des concentrations élevées puisse
favoriser I'activation du systeme immunitaire et semble étre un point important dans leur

effet thérapeutique (Bolden et al., 2006).

A l'inverse, alors qu’une grande variété d’iHDAC ont été étudiés et développés pour la
thérapie des cancers, plusieurs équipes ont démontré que les iHDAC a une faible
concentration non cytotoxique posseédent a l'inverse un effet anti-inflammatoire et
immunorégulateur (Shuttleworth et al., 2010; Wang et al., 2009). Méme si ce type d’effet est
délétere pour les cancers, il est prometteur dans les maladies auto-immunes ( lupus,
septicémie, maladies intestinales inflammatoires, polyarthrite rhumatoide, diabete)

(Christensen et al., 2011; Shuttleworth et al., 2010) ou dans le cadre de transplantation.
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De plus, dans le contexte des greffes on peut espérer un double effet de ces iHDAC. En
effet, la réaction du greffon contre I'n6te (GVH)et la rechute leucémique sont les
deux obstacles majeurs a des résultats positifs apres allogreffe de moelle osseuse chez des
patients atteints d’hémopathies malignes. L’élimination du clone malin leucémique est
obtenue en partie grace a une radio-chimiothérapie intensive préalablement a la greffe
(conditionnement) mais surtout grace a un effet immun greffon contre leucémie (GVL) issu
des lymphocytes T du donneur. Le rble essentiel des iHDAC dans les événements pro-
inflammatoires qui  contribuent ala GVHD  suggere quecette classe d'agents
pharmacologiques pourrait constituer une stratégie pour réduire la GVH, tout en
préservant les réponses des CTL contre les Ag de I'h6te afin de maintenirles effets

bénéfiques GVL (Reddy et al., 2004).
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III - Objectif du travail

Les DC sont maintenant reconnues comme étant les meilleures CPA et jouent un réle
incontestable aussi bien dans I'activation de la réponse cytotoxique que dans I'induction
d’une tolérance immunitaire. Le choix de cette orientation est déterminé par I'état de
maturation des DC qui dépend d’une multitude de stimuli environnementaux. L'intérét
d’utiliser des DC dans le cadre de protocoles d'immunothérapie a déja fait ses preuves
(Banchereau and Palucka, 2005). Il est probable que les nouvelles drogues utilisées
aujourd’hui dans le traitement des cancers aient une influence sur la fonction et/ou la
différenciation des DC. Certaines drogues immunomodulatrices pourraient donc avoir un
effet sur I’état de maturation des DC. En effet, ceci a été développé par Mohty et al en 2004.
L'imatinib, un inhibiteur de tyrosine kinase utilisé dans le traitement des leucémies, est
capable de restaurer les fonctions immunes des DC dans les leucémie myéloides chroniques
(Mohty et al., 2004). De méme, il a été démontré un effet de la thalidomide sur les DC
(Mohty et al., 2002). Elle permet d’augmenter les capacités allo-stimulatrices des DC.
L'impact de plusieurs iHDAC a déja également été étudié (Nencioni et al., 2007) . Le MS-275
(inhibiteur HDAC synthétique) semble affecter la différenciation des DC d’une part, et leurs
capacités stimulatrices d’autre part. D’autres données ont montré que I’exposition au
LBH589, un nouvel i HDAC, affecte I'expression des molécules de maturation (CD83), des

CMH et des molécules de costimulation a la surface des DC (Song et al., 2011).

Nous nous sommes donc intéressé a deux types de drogues immunomodulatrices :
les agents hypométhylants et les iHDAC, sur un modeéle de DC générées in vitro a partir de
monocytes de donneurs sains. Nous avons analysé I'effet de la 5-AZA et du VPA qui sont des
molécules actuellement utilisées en clinique. L'impact des ses deux agents a été évalué au
niveau de la différenciation, du phénotype, du profil cytokinique et des capacités allo-

stimulatrices des DC. Le profil de patients traités a la 5-AZA a également pu étre étudié.

La compréhension de I'impact de ces drogues sur la fonction des DC, d’abord dans un
contexte physiologique puis dans un contexte thérapeutique, devrait permettre de

développer leur utilisation ; soit pour amplifier une réponse immunitaire dans le cas de
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cancers, soit pour réguler négativement la réponse immunitaire dans les cas d'auto-

immunité ou dans le cas de GVH.
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I - Effets des agents hypométhylants sur les DC

1. Introduction

La 5-azacytidine, agent hypométhylant, est désormais approuvé pour le traitement
des syndromes myélodysplasiques (MDS). C’'est un analogue de la cytidine qui s’incorpore
dans I'ARN et induit sont hypométhylation. Des études récentes ont montré que la 5-
azacytidine pouvait avoir un impact important sur les fonctions immunitaires via des
modifications épigénétiques. Elle devient alors un candidat de choix pour des manipulations
pharmacologiques du systeme immunitaire. Le but de ce travail est d’étudier 'effet de la 5-
azacytidine sur les DC générées a partir de monocytes humains issus de sang périphérique.
Les DC générées in vitro présentent des caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques de
DC immatures et peuvent se différencier, aprés activation, en DC matures sécrétant des
cytokines inflammatoires. Pour des applications immunothérapeutiques, il parait donc
intéressant d’étudier les facteurs qui peuvent modifier la différenciation, la maturation et la
fonction des DC. C’est pourquoi nous avons analysé les capacités de la 5-aza a influencer la
différenciation et les propriétés fonctionnelles des DC ainsi que le type de réponse

immunitaire induite chez les patients traités a la 5-aza.
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Abstract

Recent evidence suggested that 5-azacytidine (5-aza) can impact important immune functions
via epigenetic modifications, making it an attractive candidate for pharmacologic
manipulation of the immune system. The aim of this work was to study the effects of 5-aza on
human dendritic cells (DC) generated from peripheral blood monocytes, and to test the type of
immune response induced in patients treated with 5-aza. On the phenotypic level, CD40 and
CD86 expression was significantly increased on mature DC exposed to 5-aza (5-aza-DC),
compared with control untreated DC. Mature control DC and mature 5-aza-DC secreted
comparable amounts of IL-6, IL-12p70, IL-23 and TNF-alpha. However, mature 5-aza-DC
secreted significantly lower levels of IL-10 and IL-27 compared to mature control DC
(p=0.04 and p=0.005, respectively). In the peripheral blood of 14 patients (7 males and 7
females; age range: 53-81 years) with advanced myeloid malignancies (8 AML and 6 MDS)
treated with 5-aza, there was a significant decrease of [L-4-secreting CD4+ T cells (p=0.001),
and a significant increase of IL-17A- and IL-21-secreting CD4+ T cells (p=0.003 and p=0.01,
respectively compared to 5 healthy donors) suggesting a Th17 response pattern in the blood of
patients receiving 5-aza. In all, this data suggests potentially novel mechanisms of action of
epigenetic  therapies such as 5-aza, which may have broader implications for

immunotherapeutic strategies.

Keywords: dendritic cells, Th17 response, S-azacytidine, 1L-27
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Introduction

The hypomethylating agent 5-azacytidine (5-aza) is currently approved for the treatment of
myelodysplastic syndromes (MDS). 5-aza is an analogue of cytidine, that incorporates
primarily into RNA with some integration into DNA after 5-aza-ribonucleotides are converted
into 5-aza-deoxyribonucleotides by ribonucleotide reductase '. Once incorporated into DNA,
5-Aza can trap DNA methyltransferase 1 (DNMT1) 15 thereby inhibiting DNA methylation.
The antineoplastic activity of 5-aza is sought to be mainly due to incorporation into RNA with
distuption of RNA metabolism. and inhibition of DNA methylation. However, the precise
mechanism by which this agent exerts an antitumour effect remains unknown ' 35 Also,
recent evidence suggested that 5-aza can significantly impact some important immune
functions via epigenetic modifications *', making it an attractive candidate for pharmacologic
manipulation of the immune system.

The aim of our work was to study the effects of 5-aza on human dendritic cells (DC). Being
the most potent antigen presenting cells in vitro and in vivo, DC play a key role in the
initiation of the immune response and are considered promising targets for immunotherapy *.
In vitro-differentiated DC show functional and phenotypic characteristics of immature DC
and can be further differentiated in vitro into mature DC with inflammatory cytokines. Thus,
for immunotherapeutic applications, it appears crucial to identify factors that might affect the
differentiation, maturation, and function of DC. Because of the broad mechanism of action of
the so-called epigenetic therapies, DC might be potential targets for 5-aza. Therefore, we
assayed the ability of 5-aza to influence the differentiation and functional properties of DC
generated from circulating peripheral blood monocytes ’. Also, we tested the type of immune
response induced in the blood of patients treated with 5-aza for advanced myeloid

malignancies.

Résultats
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Materials and methods

Blood samples

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from healthy donors (Etablissement Frangais du
Sang, Nantes, France) were isolated on Ficoll-Hypaque (Eurobio, Paris, France) gradients
before separation with elutriation. Peripheral blood from 14 patients with myeloid
malignancies treated at the University-Hospital of Nantes (Nantes, France) was also obtained

after written informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki.

Patients " characteristics

Patients” characteristics are summarized in Table 1. Briefly, the median age of recipients was
72.5 (range, 53-81) years. In all, 8 patients (57%) had an acute myeloid leukemia (AML),
whereas 6 (43%) patients were diagnosed with high risk myelodysplastic syndrome (MDS).
At time of analysis, patients received at least one cycle of treatment with 5-aza (5-aza
subcutaneously administered at a dosage of 75 mg/m?*/day for 7 consecutive days each month;

one cycle of 5-aza = one month).

Cell separation and DC generation

CD14+ monocytes were purified by centrifugal elutriation with backward flow (Beckman
Avanti 120, Beckman Coulter, Brea, USA). This elutriation permitted to separate red blood
cells, lymphocytes and monocytes (CD14+). The purity of the CD14+ fraction was always
=00% as assessed by flow cytometry. Purified monocytes were cultured in RPMI-1640
medium containing 2mM L-glutamine, 100 Ul/ml penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin and
10% fetal calf serum (Sigma, St Quentin Fallavier, France). The CD14+ cells were seeded at
1x10° cells/ml in the presence of 1000 Ul/ml GM-CSF (Cell Genix, Clermont "Herault,

France) and 200 Ul/ml IL-4 (Cell Genix). 5-aza (Sigma) was used at the dose of 4 uM. The

Résultats
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medium was replenished with cytokines every 3 days. On day 5, final maturation of DC was
induced by adding 1 pg/ml LPS (serotype 026:B6; Sigma). DC were collected on day 6 for
further analyses. Morphology of DC was evaluated by standard microscopy techniques as

previously described v

Flow cytometry analysis

The following mAbs were used for flow cytometry: anti-CDla, -CD83, isotypic control
mouse IgGl, mouse IgG2a and mouse IgG2b from BD Biosciences (Le Pont de Claix,
France). CD14, CD8E0, CD86, CD40, CD58, HLA-DR and HLA-ABC were purchased from
Beckman Coulter (Marseille, France) and CD54 from R&D Systems (Lille, France). All
mAbs were conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE) or
allophycocyanin (APC). Samples were analysed using a FACSCalibur (BD Biosciences).
Data for at least 1x105cellsx'sample were acquired and analyzed using the Cellquest software

(BD Biosciences).

Primary mixed lymphocyte reaction (MLR)

CD4+/CD45R A+ naive T cells were purified by negative selection of total lymphocytes using
the human naive CD4+ T cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).
Purity was superior to 95% as controlled by FACS analysis. Proliferation of T cells was

. . 10
assessed as previously described .

Cyvtokine measurement by ELISA
Supernatants of DC cultures were harvested at day 6 after differentiation. IL-10, IL-12p70,

IL-6, IL-23 and IL-27 concentrations were measured using the specific enzyme-linked

Résultats
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immunosorbent assay (ELISA) sets purchased from BD Biosciences (IL-10 and IL-12p70),

eBioscience (IL-6 and IL-23) and R&D (IL-27) according to the manufacturer’s instructions.

Detection of intracellular cytokines

Allogeneic, naive CD4+/CD45RA+ T cells were cocultured with DC with a ratio of 1 DC: 10
T cells in 96-well flat-bottomed plate. Cells were harvested after 7 days and replated in 96-
well culture plates at | x10° cells/well in medium containing 20 ng/ml phorbol-12-myristate-
13-acetate (PMA; Sigma), 1 pg/ml ionomyein (Sigma) and 10 pg/ml of brefeldin A (Sigma)
for 5 h. For intracellular cytokine production analysis, cells were collected, washed, stained
with anti-CD4-APC, fixed and permeabilized using PBS/0.1%BSA/0.1% Saponine. Cells
were stained with ant-IFNy-FITC, anti-IL-4-PE or anti-IL17-PE and FITC/PE/APC-
conjugated isotypic mAbs were used according to the manufacturer’s instructions. Cells Data
for at least 1x104cellsfsamp|t: were acquired and analysed using Cellquest software (BD

Biosciences).

Detection of intracellular cytokines and phenotypic analyses af PBMCs from patients treated
with 3-aza

Intracellular cytokine analysis of PBMCs was performed by multicolour staining according to
standard protocols. PBMC were stimulated for 5 hours with PMA and ionomycin in the
presence of 10 pg/mL Brefeldin A (Sigma). Cells were first stained with CD3 APC-H7, CD4
PE-Cy7 (BD Biosciences) and CD8& APC (Biolegend) and permeabilized using
PBS/0.1%BSA/0.1%5aponine and were then incubated with FITC-, V450 Horizon-,
AlexaFluor 647- conjugated anti-IFN-gamma, IL-17A and IL-21 (all from BD Biosciences).

Cells were analyzed on a FACS Canto I using DIVA software (BD Biosciences).

Résultats
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Statistical analysis
The significance of differences between the indicated values was assessed by two-tailed
Student’s t-test for paired and unpaired data; a P value of 0.05 or less was considered

significant.
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Results

Generation aof monocytes-derived dendritic cells in the presence of 5-aza

To investigate the effect of 5-aza on DC differentiation from human monocytes, we cultured
purified CD14+ monocytes in the presence of GM-CSF, IL-4 and various concentrations of 5-
aza. Based on the cell viability and on the expression of CD1a, and CD14, a dose of 4 pM of
S5-aza was selected (data not shown) and used in all our subsequent experiments for
phenotypic and functional characterization. These cells will be referred to as 5-aza-DC
hereafter. Final maturation of DC and 5-aza-DC was induced with the addition of LPS for 24
hours before phenotypic and functional analysis.

DC generated in the presence of 5-aza did not exhibit any morphological changes compared
to DC generated without 5-aza (data not shown). At the phenotypic level, we did not observe
differences in DC and 5-aza-DC for the expression of the monocytic marker CD14, and
CDla, a lineage marker of DC. We next analyzed the expression of adhesion molecule
(CD54), major histocompatibility complex (MHC) molecules (HLA-A, B, C and HLA-DR),
co-stimulatory molecules (CD40, CD80 and CD86) and the maturation marker CD83. Except
for CD40 and CD86 expression which was significantly increased on mature DC exposed to
S-aza (p=0.02 and p=0.001 respectively for comparison of mean fluorescence intensities,
MFI}, mature and immature 5-aza-DC showed a similar expression profile of these molecules
compared with untreated DC (Figure 1). Of note, 5-aza did not modify the expression of
CD&3 that is classically found on mature DC (positivity was assessed according to the
relevant isotype and was always superior to 50%).

To investigate the function of 5-aza-DC as stimulators of naive CD4+ T cells, their ability to
stimulate an allogeneic MLR was compared with that of control immature and mature DC.
Mature DC were found to be the most potent stimulators of allogeneic MLR. However, the

stimulating activity of 5-aza-DC was not significantly different from that of control DC, in

Résultats
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agreement with their comparable surface levels of adhesion and co-stimulatory molecules
(data not shown). We next examined the profile of primary allogeneic T-cell responses
induced by 5-aza-DC compared to control DC. Naive CD4+ CD45RA+ T cells isolated from
human peripheral blood were cocultured for 7 days with immature and mature 5-aza-DC, and
control DC. The cultured cells were restimulated with PMA, BFA and ionomycin for 5 h for
single-cell eytokine analysis by flow cytometry. As shown on Figure 2, mature DC induced
the highest fraction of [FN-gamma+ T cells compared to immature DC. Interestingly, mature
5-aza-DC induced a slight increase of IFN-gamma and IL-17A positive T cells compared to
mature control DC. Also, there was a slight decrease of IL-4-secreting T cells after
stimulation with mature 5-aza-DC (Figure 2A). Also, T cells originally cultured with mature
5-aza-DC showed a slight increase of IFN-gamma secretion compared to T cells stimulated
with control DC as measured in the supernatant after activation by PMA and ionomycine

without the addition of Brefeldin (Figure 2B).

Cyvtokine production by 5-aza-DC

We also investigated the pattern of cytokines production by 5-aza-DC. After culture of DC,
supernatants were quantified for IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-23, IL-27 and TNF-a. As
expected. immature DC generated with or without 5-aza did not secrete any detectable
amounts of the tested cytokines except for [L-27 and TNF-o with very low levels (Figure 3).
Mature control DC and mature 5-aza-DC secreted comparable amounts of cytokine IL-6, IL-
12p70, IL-23 and TNF-alpha. Interestingly, supernatants from mature 5-aza-DC contained
significantly lower levels of IL-10 and IL-27 (p=0.04 and p=0.005 respectively compared to
mature control DC; Figure 3), suggesting a potential immunostimulatory response associated

with DC exposed to 5-aza.
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Thi7 responses detected in patients treated by 5-aza

In view of the significant impact of 5-aza on IL-10 and IL-27 secretion by DC exposed to 5-
Aza in vitro, and given the previously published data showing that IL-27 plays a key role in
human T-helper cells polarization by inhibiting Th17 cells U e sought to investigate the
type of T-helper response (if any) induced in the peripheral blood of 14 patients with myeloid
malignancies (Table 1) who received at least one cycle of treatment with 5-aza (5-aza
subcutaneously administered at a dosage of 75 mg/m?/day for 7 consecutive days each month;
one cycle of 5-aza = one month) '*". Thus, the frequency of circulating blood CD4+ T cells
producing IL-4, IL-10, IL-17A, IL-21, and IFN-gamma was measured after ex-vivo
stimulation, and compared between five healthy donors and the 14 patients treated with 5-aza.
We observed comparable percentages of IL-10 and [FN-gamma-producing CD4+ T cells
(Figure 4), but a significant decrease of the percentage of IL-4-secreting CD4+ T cells
(p=0.001). Most importantly, there was an important significant increase of IL-17A-secreting
CD4+ T cells (p=0.003) and of IL-21-producing CD4+ T cells (p=0.01) (Figure 4) in patients
treated with 5-aza, suggesting a Th17 response pattern in the peripheral blood of patients

recelving 5-aza therapy.
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Discussion

The immunomodulatory effects of novel epigenetic therapies are increasingly deciphered, but
a molecularly defined common denominator of these activities is not known at present.
Because DC have the unique property to activate naive T cells and are required for the
induction of a primary response, modulation of DC function may very efficiently control the
specific immune response. In this study, we define a new possible mode of action of 5-aza
that could exert complex effects on DC. Although 5-aza did not block the GM-CSF plus IL-4-
driven differentiation of monocytes into DC, and induced little modifications of membrane
phenotype, 5-aza resulted in a significant modulation of DC cytokine secretion profile,
namely IL-10 and IL-27. Such effect could be indirectly suggested to some extent in vivo in
patients treated with 5-aza who exhibited a Th17 immune response profile.

Our study did not aim to investigate the mechanisms underlying such effects. It is possible
that 5-aza can regulate several genes and pathways that are involved in cytokine secretion by
DC or involved in regulation of T-helper cell differentiation. 5-aza is a DNA-hypomethylating

14-16

agent with significant activity in MDS and acute myeloid leukaemia It induces

leukaemia differentiation and increases the expression of tumour-associated antigens that
could favour the immune-mediated anti-tumour response as recently reported ' '
Hypomethylating agents have been previously demonstrated to increase expression of a
prostate tumour—associated antigen (PIA) and augment cytotoxic T lymphocytes (CTL)
killing in a xenograft model '". Similarly, DNMT inhibitors have the ability to induce minor
histocompatibility antigen expression in solid tumours, and this has been proposed as a
strategy to increase the effectiveness of minor histocompatibility antigen—based
immunotherapy in different solid tumours ",

Epigenetic regulation of the cytokine genes is a key event in the initiation of immune

20-24 . . N
responses and accordingly, 5-aza may influence on gene expression in DC. Recently,
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Goodyear et al. could show that epigenetic therapies have the capacity to induce a CTL
response to MAGE antigens in vivo that may contribute to their clinical activity in myeloid
malignancies ’. Our observation that a Th17 response can be detected after treatment with 5-
aza further extends these observations, indicating that long-term T cell activation is a possible
mechanism of action of 5-aza contributing to the clinical benefit in myeloid malignancies.
Several years ago, treatment with 5-aza was shown to be able to induce some autoimmune
manifestations **~°, This is in accordance with our current understanding of the role of Th17
cells as key mediators of autoimmunity 7

Moreover, if it can be established that hypomethylating agents such as 5-aza would
selectively up-regulate the expression of tumour-associated antigens on malignant cells with a
concomitant increase of the immunostimulatory activity of DC, such agents might become
important adjunct to peptide vaccination for these antigens. Therefore, large prospective
studies aiming to correlate the induction of an efficient immune response with the clinical
response in patients treated with 5-aza are warranted. Such well designed and comprehensive
immunomonitoring studies would allow identifying potentially novel mechanisms of action of
epigenetic therapies and may have broader implications for the development of

immunotherapeutic strategies.
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Figures legends

Figure 1. Phenotype of DC exposed to 5-aza. DC were analyzed after 6 days of culture with
GM-CSF and IL-4 with or without 5-aza, and with addition of LPS for 24h (mature DC). Data
represent mean with SEM of mean fluorescence intensity (MFI) of CD1a, CD14, CD40,

CD54, CD80, CD86, HLA-ABC and HLA-DR or the percentage of CD83 positive cells from

7 independent experiments performed with 7 different donors (*p=0.02 and **p=0.001).

Figure 2. Mature-5-aza-DC induced an increase of IFN-y and IL-17A-secreting T cells
compared to mature control DC. CD4+/CD45RA+ allogeneic naive T cells were cocultured
with DC (ratio, 1:10) during 7 days. Afterward, cells were harvested and stimulated with
PMA, ionomycin for 5 hours with (A) or without (B) Brefeldin A. Intracellular cytokine
production was analyzed after permeabilization and staining with IFN-y, IL-4 and IL-17A (A)
or by ELISA (B). Mean and SEM of the analysis of 4 different donors from 4 independent

experiments are represented.

Figure 3. Supernatants from mature-5-aza-DC contained significantly lower levels of IL-10
(*p=0.04) and IL-27 (***p=0.005) compared to mature control DC. After 6 days of culture
with GM-CSF and IL-4 with or without 5-aza, supernatants were harvested and assayed by
ELISA for the cytokines IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-23, IL-27 and TNF-u. Data obtained from
6 independent experiments performed on 6 different donors are represented. Medians are

represented by a horizontal bar.

Figure 4. Patients treated with 5-aza showed an increased Thl7 response in the peripheral
blood. The frequency of circulating blood CD4+ T cells producing IL-4, IL-10, IL-17A, 1L-21
and IFNy was measured after ex-vivo stimulation with PMA, ionomycin and Brefeldin A, and
compared to healthy donors. Mean and SEM of percentages of positive cells obtained from 5

healthy donors and 14 patients treated with 5-aza are represented. A significant decrease of
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IL-4-secreting T cells (**p=0.001) and an increase of IL-17A-secreting T cells (**p=0.003)

and IL-21-secreting T cells (*p=0.01) was observed.

Table 1:

. . . Number Best response

Patient Sext Age Diagnosis

ofcveles observed
SAL M 76 AML 7 Relapse
DUG M 74 MDS 9 Stable disease
SAP M 81 AML 1 Stable disease
TAT M 70 MDS 4 Stable disease
HAA F 62 MDS 3 Complete response
DAC F S1 MDS 7 Partial response
BIM M 77 AML 6 Partial response
AGE F 70 MDS 11 Relapse
JOAI F 70 AML 2 Complete response
BEM F 8 MDS 2 Progressive disease
JOA2 F 71 AML 6 Complete response
PAJ M 53 AML | Stable disease
DAJ M 69 AML 5 Stable disease
POM F 74 AML 1 Progressive disease
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3. Données supplémentaires

a. Effet de la 5-azacytidine sur la morphologie des DC

Les DC cultivées en présence de 5-aza ont été observées au microscope optique (x20)
et comparées aux controles sans traitement afin de visualiser les différences

morphologiques (Figure A).

Controle + 5-aza (4 uM)

e - -

DC matures (LPS)

Figure A : Observation des DC au microscope optique avec ou sans 5-azacytidine

Aprés maturation des DC avec du LPS, I'expression des molécules d’adhésion
augmente a leur surface et elles se regroupent en amas cellulaires. La 5-aza ne parait pas
entrainer de changements morphologiques des cellules aussi bien sur les DC immatures que

sur les DC matures. En revanche, elle semble favoriser la formation des amas de DC.

b. Effet de la 5-azacytidine sur la phagocytose des DC

Les DC immatures possedent la capacité de phagocyter des Ag. Lorsque ces DC
deviennent matures, elles perdent cette capacité en faveur de l'apprétement et de la
présentation des Ag. Dans le but d’étudier la capacité de phagocytose des DC immatures
apres traitement a la 5-aza, ces cellules ont été mises en co-culture a 37°C avec des corps
apoptotigues tumoraux marqués au PKH 26. Ensuite, elles sont marquées HLA-DR. Les DC
sont alors analysées par cytométrie en flux et les DC ayant phagocyté les corps apoptotiques
apparaissent double-positives PKH 26+/HLA-DR+ (Figure B). Des DC ont été mises en co-
culture avec des corps apoptotiques a 4°C afin de servir de controle négatif, les mouvements

membranaires étant quasi-nuls a cette température.
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Contrdle (4°C) DC immatures (37°C) DC immatures + 5-aza (37°C)
33, [ | 24, E 49, b 1
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——— PKH26 ——>

HLA-DR

\ 4

Figure B : Test de phagocytose par les DC immatures traitées ou non

En accord avec les données obtenues en cytométrie en flux et sous réserve
d’expériences supplémentaires, on observe une diminution de la capacité de capture
(phagocytose) des DC traitées avec la 5-aza. En effet, on observe 62% de cellules PKH26+
HLA-DR+ pour les DC non traitées et seulement 33% de cellules PKH26+ HLA-DR+ pour les

cellules traitées avec la 5-aza.

c. Cinétique de sécrétion des cytokines par les DC

Le LPS entraine la maturation des DC et implique une augmentation de la sécrétion
cytokinique. Afin de déterminer le pic de sécrétion des cytokines, nous avons analysé la
cinétique de production de I IL-10, I’ IL-12 et I'IL-23 au cours de la maturation par dosage
ELISA. Les surnageants de culture ont été prélevés 2H, 4H, 6H, 8H, 10H, 12H, 24H, 30H, 33H,
38H et 48H apreés I'induction de la maturation des DC par le LPS. Une courbe de la cinétique

de sécrétion a été établie pour ces trois cytokines (Figure C).
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Figure C : Cinétique de sécrétion des cytokines IL-10, IL-12 et IL-23.
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Les pics de sécrétion de I'lL-10 et I'IlL-12 sont atteints 24H aprés l'induction de
maturation. La sécrétion d’IL-23, déja observée pour les DC immatures, augmente dés 12h
de maturation. D’aprés ces données, nous avons choisi d’analyser les cytokines contenues

dans les surnageants de DC traitées ou non traitées au 6ome jour, aprés 24H de maturation.

d. Effet de la 5-AZA sur le phénotype des pDC

Apres avoir étudié l'effet de la 5-AZA sur les DC myéloides, il nous est paru
intéressant d’observer son impact sur une autre population de DC: les DC plasmacytoides

(pDC).

pDC

BDCA2

CD8o CD86 HLADR

Figure D : Effet de la 5-AZA sur |le phénotype des pDC

Les pDC sont enrichies dans les fractions intermédiaires de I’élutriation. Un kit de tri
négatif de pDC StemCell permet ensuite d’obtenir 1 a 2,5 millions de pDC pures a 100%. Les
pDC sont mises en culture dans du RPMI complet + IL3 (20 ng/ml) avec ou sans CpG
(5pug/ml). La 5-AZA est ajoutée a JO et les pDC sont récoltées et analysées en cytométrie de
flux a J3. La 5-AZA ne semble pas avoir d’effet sur |'expression des molécules de
costimulation CD80 et CD86. Cependant on peut observer une diminution de I'expression du
CMH II, HLA DR sur les pDC matures (Figure D). Ces résultats sont préliminaires et ont été

effectué uniguement sur deux donneurs. Il serait donc intéressant par la suite de réaliser
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une étude plus compléte de I'effet de la 5-AZA sur le phénotype, le profil cytokinique et la

fonction des pDC.

e. Effet de la 5-AZA sur le profil cytokinique des pDC

Apres trois jours de culture, les surnageants des pDC sont récoltés et I'lFN-a est dosé
a l'aide d’un kit ELISA OptEIA de chez BD Biosciences (Figure E). Les pDC immatures
sécretent peu ou pas d’IFN-a, alors que les pDC matures en sécretent de grande quantité
(environ 50 ng/ml). En présence de 5-AZA, les pDC voient leur sécrétion d’IFN-o augmenter

mais d’'une maniere non significative.
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Figure E : Effet de la 5-AZA sur la sécrétion d’IFN-a par les pDC

4. Conclusion

Bien que la 5-AZA ne bloque pas la différenciation des monocytes en DC via GM-CSF
et IL-4 et n’induit que quelques modifications du phénotype membranaire, elle entraine une
modification importante du profil cytokinique des DC surtout au niveau de I'IL-10 et de I'IL-
27. Cet effet est également observé in vivo chez les patients traités a la 5-AZA qui présentent
un profil de réponse immunitaire de type Th17. Ces observations indiquent que I’activation
des cellules T a long terme est un mécanisme d’action possible de la 5-AZA, ce qui

contribuerait aux bénéfices cliniques dans les hémopathies myéloides.
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I1 - Effets des inhibiteurs HDAC sur les DC

1. Introduction

La survie des cellules, la différenciation et I'expression des génes sont régulés par
I'activité opposée des histones deacetylases (HDAC) et des histones acétyltransférases
(HAT). L’acétylation des histones par les HAT est associée a I'activation de la transcription de
génes, alors que la desacétylation par les HDAC induit la condensation de la chromatine et
donc la rend inactive. Il est désormais connu que I'activité des HDAC est amplifiée dans les
cellules cancéreuses, entrainant une altération de la transcription des geénes, une
augmentation de la survie cellulaire et une modification de la différenciation et de la

prolifération.

Récemment, le groupe des inhibiteurs HDAC a été introduit pour le traitement de
cancers (Drummond et al., 2005). En plus de leur activité anti-tumorale, il a été observé que
les iIHDAC possedent des propriétés anti-inflammatoires et immuno-modulatrices aussi bien
in vivo qu’in vitro (Bode et al., 2007; Reddy et al., 2008). L’acide valproique (VPA) a été décrit
comme un iHDAC et présente donc un intérét dans les thérapies anti-tumorales. Bien que
I'effet du VPA ait été largement étudié sur les cellules malignes, son effet sur les cellules
immunitaires humaines n’a pas encore été défini. Dans cette étude, nous nous sommes donc

intéressés a I'impact du VPA sur le phénotype, le profil cytokinique et la fonction des DC.
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Abstract

Objective. Recent data suggested that histone deacetylase (HDAC) inhibitors possessed
potent anti-inflammatory and immunomodulatory properties both in vitro and in vivo. This
study assayed the ability of the HDAC inhibitor, valproic acid (VPA), to influence the
differentiation and functional properties of dendritic cells (DCs) generated from circulating
peripheral blood monocytes.

Methods and Results. Culture of monocytes in the presence of 0.5 mM of VPA did not
impair DC differentiation. However, on the phenotypic level, in mature DCs, CD40, CD8O
and CD86 were downregulated in the presence of VPA, compared to mature DCs generated in
the absence of VPA. VPA led also to a significant down-regulation of CD83 and HLA-DR
expression on mature DCs. Moreover, VPA treatment significantly inhibited IL-10 and IL-
12p70 production by mature DCs. IL-10 and IL-12p70 altered secretion was observed
whether DCs were matured with LPS alone or with LPS and IFN-gamma. In an allogeneic
mixed lymphocyte reaction, the proportion of [FN-gamma+CD4+ T cells was decreased (26%
vs. 51%, p=0.005) when T cells were stimulated with DCs exposed to VPA. Also, CD8+ T
cells stimulated with DCs treated with VPA, exhibited a significant decrease of Granzyme B
expression.

Conclusion. These results suggest that HDAC inhibition by VPA alters essential human DC
functions, highlighting the need for monitoring of immune functions in cancer patients
receiving HDAC inhibitors, but also making these drugs attractive therapies in inflammatory,

and autoimmune diseases.

Keywords: dendritic cells, HDAC inhibition, valproic acid, IL-12.
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Introduction

Cellular survival, differentiation and gene expression are regulated by the opposing activities
of histone deacetylase (HDAC) and histone acetyltransferase enzymes. Histone acetylation by
histone acetyltransferases is associated with activation of transcription through relaxed
chromatin structure, whereas deacetylation by HDACs induces a more condensed or inactive
chromatin state, leading to gene repression. Although histones are the most studied acetylated
protein substrates, HDACs are also responsible for modifying the activity of diverse types of
nonhistone proteins, including signal transduction mediators and transcription factors.'

In the recent years, a group of structurally diverse HDAC inhibitors, such as sodium butyrate,
suberoylanilide hydroxamic acid, trichostatin A, M5-275 and apicidin have been tested for
cancer treatment.! However, more recent data suggested that HDAC inhibitors possessed
potent anti-inflammatory and immunomodulatory properties both in vitro and in vivo.*™ The
HDAC inhibitor valproic acid (VPA), derived from valeric acid, is currently the most widely
used HDAC inhibitor in the routine clinic. VPA was shown to exert some antitumor effect in
an array of cancers in preclinical studies, in vitro and in vivo, by modulating multiple
pathways including cell cycle arrest, apoptosis, angiogenesis, differentiation, and senescence.’
Improvement was reported in many patients with different types of cancer following VPA
treatment, with favorable responses in patients with myelodysplastic or myeloproliferative
syndmmes,m in patients with acute myeloid leukemia,'' and in patients with 11'11:.;+::‘1+:.1f'|l:nru'.‘;is,'.]2
Although the role of HDAC inhibition by VPA has been extensively studied in malignant
cells, its effects on normal human immune function is not yet well established. Dendritic cells
(DCs) are the most potent antigen-presenting cells in vitro and in vivo. They play a key role in
the initiation of the immune response and are considered to be promising targets for
immunotherapy.'” The in vitro model of monocyte-derived DCs generated in the presence of

granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and interleukin (IL)-4"*

Résultats

Cellules dendritiques et drogues immunomodulatrices

Page 96



Frikeche et al. Valpraic acid and DC fimetion

represents an attractive model for studying the physiology of DCs and for identifying factors
that might affect the differentiation, maturation and function of DCs. In this perspective, data
on the effects of HDAC inhibition on DC-mediated antigen-specific immune responses are

A4, 15-16

still sparse.™ In this study, we assayed the ability of VPA to influence the differentiation

and functional properties of DC generated from circulating peripheral blood monocytes.
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Materials and methods

Reagents
VPA was purchased from Sigma (St Quentin Fallavier, France) and was dissolved in RPMI-
1640 (Sigma) at 50 mM and kept at -20°C until further use. The drug was diluted in culture

medium and used at various concentrations as indicated hereinafter.

Cell separation and DC generation

Blood was obtained from healthy donors (Etablissement Frangais du Sang Pays de Loire) after
informed consent. CD14+ monocytes were purified by centrifugal elutriation with backward
flow (Beckman Avanti J20, Beckman Coulter, Brea, USA). This elutriation permitted to
separate red blood cells, lymphocytes and monocytes (CD14+). The purity of the CD14+
fraction was always =90% as assessed by flow cytometry. Purified monocytes were cultured
in RPMI-1640 medium containing 2mM L-glutamine, 100 Ul/ml penicillin, 0.1 mg/ml
streptomycin and 10% fetal calf serum (Sigma, St Quentin Fallavier, France). The CDI14+
cells were seeded at 1x10° cells/ml in the presence of 1000 Ul/ml GM-CSF (Cell Genix,
Clermont 1"Herault, France) and 200 Ul/'ml IL-4 {Cell Genix). VPA was added at the dose of
0.5 mM on day 0 and on day 5 after culture. On day 5, the medium was replenished with GM-
CSF and IL-4 and final maturation of DC was induced by adding 1 pg/ml LPS (from
Escherichia coli, serotype 026:B6; Sigma) or LPS plus 500 Ul/ml of IFN-gamma'® (AbClys,

Paris, France). DCs were collected on day 6 for further analyses.

Flow cyvtometry analysis
The following monoclonal antibodies were used for flow cytometry: anti-CD80 FITC from
BD Pharmingen (San Diego, CA, USA), anti-CD83 PerCpCy5.5, -CD86 PE, -HLA ABC

APC and -HLA-DR Pacific Blue from BioLegend (San Diego, CA, USA) and isotypic control

5
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mouse IglGl, mouse [gG2a and mouse [gG2b from BD Pharmingen. FITC-conjugated anti-
CD14, PE conjugated anti-CD40 and PECy35 conjugated anti-CDla were from Beckman
Coulter (Marseille, France). Samples were analyzed using a FACSCanto Il flow cytometer
(BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). Data for at least lxiﬂscellsx'sample were

acquired and analyzed using FlowJo software (Tree Star).

Primary mixed lvmphocyte reaction (MLR)

CD4+/ CD45RA+ naive T cells were purified by negative selection of total lymphocytes
using naive CD4+ T cell Isolation Kit human (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). This kit permits to eliminate positive CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD45RO,
CD56, CDI123 cells. Purity was superior to 95% as controlled by FACS analysis. The naive
CD8 T cells were purified using the Naive CD8 T Cell Isolation Kit (Miltenyi). DC were
cocultured with naive CD4+ or CD8+ T cells at various ratios (DC:T cells ratios: 1:10; 1:20 ;
1:40 and 1:80). Proliferation of T cells was monitored by measuring methyl-[3H]-thymidine
incorporation during the last 16 h of a 5 day culture period. The cells were then harvested
onto a glass fiber filter using a TOMTEC cell harvester. Thymidine incorporation was

measured by liguid scintillation counting using a Beta plate counter.

Cvtokine measurement by ELISA

Supernatants of DC cultures were harvested at day 6 after culture. 1L-10, IL-12p70, IL-6, IL-
23, IL-27 and TNF-o concentrations were measured using specific enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) sets purchased from BD Pharmingen (IL-10, IL-12p70, IL-6
and TNF-n), eBioscience (IL-23) and R&D system (IL-27) according to the manufacturer’s
instructions. IL-4 and INF-y were measured after coculture using ELISA OptEIA from BD

Bioscience.
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Detection of intracellular cytokines

DCs generated in the presence or absence of VPA were co-cultured with CD4+/CD45RA+ T
cells or naive CD8 T cells for 7 days. Then T cells were stimulated with 25 ng/ml phorbol-12-
myristate-13-acetate (PMA; Sigma), 1 pg/ml ionomycin (Sigma) and 10 pg/ml brefeldin A
(Sigma) for 5 hours. For intracellular cytokine production by CD4 T cells, anti-TNF-alpha
FITC, anti-IL-4 PE, anti-IL17A PE, anti-IFN-g FITC and anti-CD4-APC antibodies were
used according to the manufacturer’s instructions. For CD8 T cells, we used anti-IFN-gamma
PE (Miltenyi), anti-Granzyme B APC (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and anti-CD8
FITC (BD Pharmingen). Cells were collected, washed, fixed and permeabilized using PBS /
0.1% BSA and 0.1% Saponine. Data for at least 2xlﬂ4cells£sample were acquired on a

FACSCanto II (BD Bioscience) using DIVA software and analyzed using FlowJo software.

Statistical analysis
The significance of differences between the indicated values was assessed by Mann-Whitney

test using GraphPad Prism software; a P value of 0.05 or less was considered significant.
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Results

Effect of HDAC inhibition by VPA on DC swrvival and differentiation

Prior to any further experiment, we sought to investigate the impact of VPA on DC viability.
Thus, we cultured purified CD14+ human monocytes in the presence of GM-CSF, 1L-4 and
various concentrations of VPA. Based on the generated cells viability and on the expression
of CD1a, a specific marker of DC differentiation, and the monocytic marker CD14, a dose of
0.5 mM of VPA was chosen and used in all further experiments (data not shown). Culture of
monocytes in the presence of 0.5 mM of VPA did not induce significant morphological
changes (data not shown). At the phenotypic level, the presence of VPA at day 0 and day 5 of
culture did not impair DC differentiation (Figure 1). The monocytic marker CD14 was down-
regulated as expected, and CDla was expressed similarly on immature DCs with or without

VPA (Figure 1 A and B).

HDAC inhibition by VPA modulates phenotvpe of mature DC

We next investigated the effect of HDAC inhibition on the expression of surface molecules
that are critical for DC function. Immature and mature DCs were cultured with or without
VPA at the concentration of 0.5 mM. We analyzed the expression of the adhesion molecule
(CD54), major histocompatibility complex (MHC) molecules (HLA-A,B,C and HLA-DR),
co-stimulatory molecules (CD40, CD80 and CD86) and the DC maturation marker cp83."”’
Immature DCs generated with or without VPA treatment showed a similar expression profile
of the above molecules. However, in mature DCs, CD40, CDR0 and CDS86 were
downregulated in the presence of VPA, compared to mature DCs generated in the absence of
VPA. VPA treatment at 0.5 mM led also to a significant down-regulation of CD83 and HLA-
DR expression on mature DCs. HLA-ABC expression was also decreased (but to a lesser

extent) in mature DC treated by VPA (Figure 2 A and B).
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HDAC inhibition by VPA alters cyvtokines production by mature DCs

In addition to their phenotype, we also evaluated whether HDAC inhibition by VPA could
modify the cytokine production profile of Mo-DCs. After 6 days of culture with or without
VPA, supernatants were quantified for IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-23, IL-27 and TNF-alpha.
As expected, immature DCs (whether treated with VPA or not) did not secrete any detectable
amounts of the tested cytokines (Figure 3). When considering mature DCs (with LPS or LPS
and IFN-g), VPA treatment slightly decreased the secretion of TNF-alpha, IL-23 and IL-6, but
this did not reach statistical significance. In contrast, VPA treatment significantly inhibited
IL-10 and IL-12p70 production by mature DCs (mean concentrations 2.43 ng/ml vs 0.16,
p=0.008; and 12.9 ng/ml vs. 2.57, p=0.039, respectively). IL-10 and IL-12p70 altered
secretion was observed whether DCs were matured with LPS alone or with LPS and IFN-

gamma (Figure 3).

VPA impacts the polarization profile of DCs

To investigate the function of VPA on DCS as stimulators of naive CD4+ T cells, their ability
to stimulate an allogeneic MLR was compared with that of immature and mature DCs not
exposed to VPA, Using different “stimulator:responder”™ ratios, mature DCs were found to be
the most potent stimulators of allogeneic MLR. However, no significant differences were
found between the stimulating activity of DCs generated with or without VPA (data not
shown). We next examined the profile of primary allogeneic T-cell responses induced by DC
treated or not with VPA. Naive CD4+ CD45RA+ T cells isolated from human peripheral
blood were cocultured for 7 days with immature and mature DCs. The cultured cells were
counted and restimulated with PMA, brefeldin A and ionomyein for 5 hours for intracellular
cytokine analysis by flow cytometry. As expected, we found the largest proportion of IFN-

gamma+T cells when originally cultured with mature DCs compared with immature DCs
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(Figure 4A). Interestingly, the proportion of IFN-gamma+CD4+ T cells was decreased (26%
vs. 51%, p=0.005) when T cells were stimulated with VPA-DC. Also, an increase of [L-4

secretion by CD4+ T cells was observed when T cells were stimulated with mature DCs

treated with VPA (Figure 4B).

DC treated by VPA decreased CDS cytotoxicity

We next analyzed the functional properties of CD8+ T cells after stimulation with DCs treated
or not with VPA. Their cytotoxic capacities were analyzed by intracellular staining of
Granzyme B expression and IFN-gamma secretion. Proliferation of CD8+ T cells was not
impaired by DCs treated with VPA (data not shown). After 7 days, CD8+ T cells were
harvested and stimulated with PMA, ionomycin and brefeldin A for 5 hours. We observed a
significant decrease of the MFI of IFN-gamma+ T cells after activation with VPA-DC
(Figure 5A). In addition, a significant decrease of Granzyme B expression by CD8+ T cells
cocultured with mature DCs treated by VPA was observed (Figure 5 B), suggesting that the

induction of eytotoxic responses might be affected by VPA-DC.
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Discussion

HDAC inhibitors possess potent antitumor properties at high concentrations.'” However, at
lower concentrations, they are able to modulate key features of the immune r&::-irn:-n&'.&:.5 Indeed,
histone acetylation is critical for regulating gene expression in different immune pmcessesim
but the exact cellular effects and the molecular mechanisms that are critical for
immunosuppression caused by these agents are not yet well understood. Because DCs are the
sentinel of immunity, they are attractive potential targets for modulating immune reactions. In
the current study, we show that HDAC inhibition by VPA significantly modulated the
phenotype and function of monocytes-derived DCs. HDAC inhibition led to downregulation
of important maturation surface molecules. The expression of MHC molecules (HLA-DR and
HLA-ABC) was also significantly downregulated. Combined to the significant reduction of
CD&3, all of these features suggest that VPA favors an immature activation status that can
regulate T cell responses. The latter is in line with a recent report which tested the impact of
LBH589, a novel pan-HDAC inhibitor, on human myeloid DC phenotype and function.
Exposure to LBH589 affected the surface expression of molecules associated with DC
maturation (CD83), MHC and co-stimulatory molecules.”! Similarly, previous work by
Nencioni et al.”* could show that VPA and another HDAC inhibitor MS-275 were able to

affect the expression of costimulatory and adhesion molecules.

On the functional level, DCs exposed to pathogens, mostly via TLRs ligands, can produce an
array of pro-inflammatory cytokines, leading to an environment allowing for specific T cell
polarization and expansion. Cytokines such as IL-12p70, IL-10, IL-4 and IL-23 are well
established as key signals for T-helper cell differentiation.”* Our results suggest that VPA
can profoundly reduce IL-12p70, IL-10. Accordingly, IFN-gamma secretion by CD4+ T cells,
a hallmark of Thl immune responses, was significantly reduced, as also shown by Nencioni et
al.”? and Song et al.'®. The latter findings are further supported by data from Brogdon et al. =
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who performed genome-wide gene expression analysis to detect the effects of another HDAC
inhibitor LAQB24 in human macrophages and monocyte-derived DCs stimulated with LPS.
They found that HDAC inhibition selectively affects a group of genes involved in stimulation
and chemotaxis of Thl lymphocytes, such as the Thl-related cytokines and chemokines.
Despite the fact that not all of the above reports tested the same HDAC inhibitor agent, or
used the same concentration or exposure times, the overall trends were remarkably
comparable, highlighting a potential regulatory role for DCs exposed to HDAC inhibitors.
Such regulatory role is also suggested by our data highlighting the decrease of the cytotoxic
properties of CD8+ T cells co-cultured with DCs exposed to VPA. The exact mechanisms
underlying the regulatory role of HDAC inhibitors on the immune system are not yet
completely deciphered. The observed defects in DC function upon exposure to HDAC
inhibitors seemed to reflect the obstruction of signaling through nuclear factor-kB (NF-kB),
and the IRFs. Indeed, blockade of NF-kB transcriptional activity via HDAC inhibitors has
been reported, and the proposed mechanism for this effect includes impaired NF-kB nuclear

translocation, IkBalpha stabilization, and proteasome inhibition. >

From a therapeutic perspective, the immunomodulatory effects of VPA and other HDAC
inhibitors might prove useful in different clinical settings where regulation of immunity is
eagerly needed as in chronic inflammatory diseases™ or in graft versus host disease (GVHD)
after allogeneic stem cell tranx|'Jnlzmt‘.1ti4:_1n.:m Pioneering work from Reddy et al.” demonstrated
that injection of DCs treated ex vivo with HDAC inhibitors reduced experimental GVHD in a
murine allogeneic bone-marrow transplantation model, likely in relation with increased
expression of indoleamine 2.3-dioxygenase (IDO), a suppressor of DC function, after
exposure to HDAC inhibitors, in a signal transducer and activator of transcription-3 (STAT-3)

dependent manner.” !
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In summary, our study suggests that HDAC inhibition by VPA significantly impairs the
phenotype and function of human DCs, highlighting the need for a close monitoring of
immune functions in cancer patients receiving HDAC inhibitors therapy. Also, it can be
reasoned that HDAC inhibitors may have different roles in pathological compared with
normal tissues where they can modulate DC functions through interference in important
proinflammatory signaling cascades, making them attractive therapeutic tools in

inflammatory, and autoimmune diseases.
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Figure legends

Figure 1. VPA did not impair DC differentiation. DCs were generated in the presence of
VPA. Expression of CDla, a lineage marker of DC, is represented for a representative donor
(A). The mean and SEM are represented for 7 independent experiments performed with 7
different donors.

Figure 2. Phenotype of mature DCs treated by VPA. LPS-induced DCs were treated with or
without VPA at 0,5 mM. DC were stained with anti-CD40, anti-CD8&0, anti-CDR83, anti-CD86,
anti-HLA ABC and anti-HLA DR monoclonal antibody and isotype controls. Panel (A)
represents one of 7 independent experiments and panel (B) shows the mean and SEM of 7
experiments.

Figure 3. Cytokine production by VPA-DCs. Supernatants of DCs following 6 days of
culture with or without VPA were collected and analyzed by ELISA for their content of IL-6,
IL-10, IL-12p70, TNF-& and IL-23. VPA lead to a significant reduction of IL-10 and IL-
12p70° (*p<0.05). Secretion of IL-6, TNF-a and IL-23 was also decreased with VPA
treatment but did not reach statistical significance. Results shown are the mean of 6
independent experiments.

Figure 4. DCs treated by VPA had a decreased Thl polarization profile and increased 1L-4
secretion by CD4+ T cells. (A) After 7 days of coculture with DC exposed or not to VPA, T
cells were restimulated with PMA, brefeldin 1 and ionomycin for 5 hours and stained for
intracellular cytokine secretion. We observed a decrease of IFN-y+ T cells with VPA-treated
DCs. (B) Supernatants were also collected 48 h after PMA and ionomycin activation.
Production of IL-4 and IFN-y was measured by ELISA. T cells cultured with mature VPA-
treated DCs secreted higher amount of IL-4. Data represent the mean and SEM of 5

independent experiments.
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Figure 5. DC treated by VPA decreased CD8 function. Naive CD8+ T cells were cocultured
with DCs treated or not with VPA during 7 days. Then, cells were stimulated with PMA,
ionomycin and brefeldin A and stained for Granzyme B and IFN-y as described in materials
and methods. (A) Analysis by flow cytometry of [FN-gamma+ T cells. MFI of positive cells
is represented. (B) We observed a decreased expression of Granzyme B (MFI) by CD8+ T

cells cocultured with VPA-DC. Graphs shown represent the mean and SEM of 3 independent

experiments. ***p=0.0031 and p=0.0016
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3. Données supplémentaires

a. Expression d’IDO

Afin de comprendre le mécanisme du VPA sur les DC, nous avons évalué |'effet de
cette molécule sur I'expression d’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO). Aprés 6 jours de
culture, les DC sont récoltées, les cellules sont lysées puis nous avons effectué un Western

Blot (Figure A).

Immature DCs LPS DCs LPS/IFNg DCs
+VPA +VPA +VPA
IDO - T

. o e e e —

Figure A : Expression d’IDO

Nos données montrent que lI'expression d’'IDO est légerement plus faible apres
traitement au VPA, aussi bien dans les DC LPS que dans les DC LPS/IFNg (aucune expression
d’'IDO n’est observée dans les DC immatures). Ces résultats s’opposent a notre
compréhension dela fonction répressive de I'IDO dans les DC. Il pourrait alors étre
intéressant d’étudier I'expression quantitative d’IDO grace a un marquage intracellulaire et

une analyse en cytométrie de flux.

b. Effet du VPA sur le phénotype des pDC

Nous avons également analysé l'effet du VPA sur le phénotype des DC
plasmacytoides (Figure B). Aprés 3 jours de culture en présence d’IL-3 (pDC immatures) ou
d’'IL-3 et de CpG (pDC matures), les cellules sont récoltées puis marquées par différents
anticorps. Aussi bien au niveau des pDC immatures que matures, le VPA semble diminuer
I’'expression des molécules de costimulation CD80 et CD86, de la molécule de maturation

CD83 et du CMH Il (HLA DR).
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Figure B : Phénotype des pDC avec ou sans traitement au VPA

c. Effet du VPA sur le profil cytokinique des pDC

Les surnageants de culture des pDC ont été prélevés au 3éme jour et I'lFN-a a été dosé
par kit ELISA. Les pDC immatures sécrétent des quantités pratiqguement indétectables d’IFN-
o contrairement aux pDC matures. La présence de VPA dans le milieu de culture des pDC

matures entraine une diminution de la sécrétion d’IFN-a (Figure C).
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Figure C : Effet du VPA sur la sécrétion d’IFN-a par les pDC
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d. Effet du VPA in vivo

Nous avons par la suite étudié I'effet du VPA sur la maturation des DC in vivo. Des
souris C57BL/6 ont été traitées ou non avec du VPA (5mM) dans I'’eau du biberon durant 7
jours. Certains groupes ont recu du LPS pendant les 18 dernieres heures. Ensuite, les souris
sont euthanasiées et nous avons récupéré les rates et les ganglions mésentériques. Les
cellules sont alors isolées a partir de ces organes et ensuite marquées pour étre analysées en

cytométrie de flux (Figure D).

Mesenteric nodes

%l-Ab+ CD86+(CD8+) %l-Ab+ CD86+ (CD8-) %l-Ab+ CD86HCD8+) %l-Ab+ CD86+ (CD8-)

& &

Figure D : Effet du VPA sur les DC in vivo

Nous observons, aussi bien au niveau de la rate qu’un niveau des ganglions
mésentériques une diminution de la quantité de DC CD8+ et de DC CD8- matures. En effet,
on note une diminution de I'expression de CD86 et du CMH | (I-Ab) sur les DC. Cette
diminution de DC matures en présence de VPA va dans le méme sens que nos résultats
précédents in vitro. Cependant, cette étude a été faite deux fois sur n=3 souris, elle

nécessiterait d’étre reproduite encore deux fois afin de confirmer statistiquement.

3. Conclusion

Nous avons montré que le VPA modifie significativement le phénotype et la fonction
des DC dérivées de monocytes. Cet inhibiteur d’"HDAC conduit a une diminution des plus
importantes molécules de maturation. L'expression des molécules du CMH (HLA DR et HLA

ABC est également significativement diminuée. Combinés a I'importante diminution de

Cellules dendritiques et drogues immunomodulatrices Page 117



Résultats

CD83, ces résultats suggerent que le VPA favorise un statut d’activation immature des DC qui
peut réguler les réponses cellulaires T. Le VPA semble avoir un effet similaire sur les pDC
(diminution des molécules de maturation et de la sécrétion de cytokine) mais ces résultats

restent a étre vérifiés sur un plus grand nombre de donneurs.
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L’épigénétique est un domaine actuellement en voie de développement qui se
concentre sur les changements stables de I'expression des geénes. |l existe des
preuves convaincantes et croissantes du rble des enzymes épigénétiques dans le
développement des maladies humaines. De plus en plus de données évoquent un réle de ces
mécanismes épigénétiques dans le développement des cancers et des maladies auto-
immunes, ce qui fait de I'épigénétique une cible potentielle dans le cadre de nouvelles
thérapies. Dans la plupart des cas, le mode d’action précis de ces mécanismes est inconnu,
cependant I’hypométhylation de ’ADN et I’hyperacétylation des histones sont couramment
observées. De nombreuses drogues épigénétiques sont utilisées en chimiothérapie pour leur
effet cytotoxique envers la tumeur. Les doses conventionnelles utilisées en
chimiothérapie, qui déterminent I'efficacité et la toxicité, sont basées sur la dose maximale
tolérée. Cette stratégie conduit a une guérison d’'un nombre significatif de patients, mais
est également associée a une toxicité a court et a long terme (Sparreboom and Verweij,
2009). Des données récentes démontrent qu’une utilisation a faible dose de ces drogues
chimiothérapeutiques peut étre efficace sur le systéme immunitaire et améliorer

I'immunothérapie.

Les DC sont maintenant reconnues comme étant les sentinelles du systeme
immunitaire, elles jouent un role incontestable aussi bien dans I'activation de la réponse
cytotoxique que dans linduction d’une tolérance immunitaire. Etant nécessaires pour
I'induction d’une réponse primaire car aptes a activer les cellules T naives, elles sont des
cibles intéressantes pour I'immunothérapie et donc le contréle du systéme immunitaire.
L'impact des drogues épigénétiques utilisées en chimiothérapie sur les DC n’a pas encore été

étudié.

C’est pourquoi nous avons étudié, sur un modele de DC générées in vitro a partir de
monocytes de donneurs sains, I'impact de drogues utilisées en chimiothérapie entrainant
des modifications épigénétiques telles que l'acide valproique et la 5-azacytidine (agent
hypométhylant). En effet, la compréhension de I'impact de ces drogues anticancéreuses sur

la fonction des DC, d’abord dans un contexte physiologique puis dans un contexte
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thérapeutique, permettrait de développer leur utilisation ; soit pour augmenter une réponse
immunitaire dans le cas de cancers, soit I'inhiber dans les cas de maladies auto-immunes ou

de rejet de greffes d’organes.

Plusieurs études ont montré I'intérét de drogues épigénétiques dans les traitements
contre le cancer. L'effet des agents hypométhylants dans les syndromes myélodysplasiques
(MDS) a montré son efficacité. Dans les MDS, les promoteurs de nombreux geénes
suppresseurs de tumeur (comme VHL, WT1 ou p53) sont hyperméthylés (Baylin, 2005). Cette
hyperméthylation aboutit a une inhibition totale de I'expression de ces geénes, ce qui
pourrait participer a la progression du MDS. La 5-azacytidine (5-AZA, Vidaza®), et la 5-aza-
2’déoxycyitidine (décitabine, Dacogen®) sont des analogues de cytosine qui, a forte dose, se
comportent comme des agents cytotoxiques conventionnels, mais dévoilent une activité
hypométhylante a plus faible dose. Cette activité hypométhylante permet d’induire le retour
de I'expression des génes suppresseurs de tumeurs et ainsi de diminuer la progression

tumorale.

Les conséquences cellulaires de I’hypométhylation induite par ces agents sont
incertaines. La réexpression de certains génes suppresseurs de tumeur pourrait induire une
apoptose, une sénescence, voire une différenciation cellulaire, qui n"ont cependant pas été
clairement identifiées y compris in vitro. Une activation de la voie de réponse aux dommages
a 'ADN a également été rapportée (Fandy et al., 2009). Durant mon travail de thése, nous
avons défini un nouveau mode d’action possible de la 5-AZA sur les DC. Bien que la 5-AZA
n’ait pas d’effet sur la différenciation des monocytes en DC et qu’elle n’induit que de légéres
modifications du phénotype membranaire, cette molécule entraine une modulation
importante de la sécrétion de cytokines par les DC. La sécrétion d’IL-10 et d’IL-27 est alors
significativement diminuée. Or I'lL-27 est une cytokine qui inhibe le développement des
Th17 (Stumhofer et al., 2006) et plus récemment, la cytokine anti-inflammatoire IL-10 a
montré un effet similaire. L’IL-10 favorise le développement de Treg (voir chapitre sur les
Trl page 46) qui vont a leur tour sécréter de I'lL-10 et avoir un effet suppresseur sur les
réponses Th17 (Chaudhry et al., 2011). Nos données obtenues sur I'apparition d’une réponse
immunitaire Thl7 chez des patients traités au Vidaza® (5-AZA) correlent donc avec la

diminution de la sécrétion d’IL-10 et d’IL-27. Notre étude ne visait pas a étudier les
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mécanismes moléculaires a I'origine de la modification du profil cytokinique — ce qui serait
intéressant de faire par la suite. Cependant, il est possible que la 5-AZA agisse sur la
régulation des génes et de certaines voies impliquées dans la sécrétion de cytokines par les
DC comme par exemple la voie NFkB. En effet en 2008, Fabre et al ont montré que la 5-AZA
était capable d’inhiber NFkB en induisant sa translocation du noyau vers le cytoplasme et en

réduisant sa phosphorylation (Fabre et al., 2008).

Plusieurs données ont également rapporté un effet des agents hypométhylants
également sur les molécules de CMH. En effet, I'expression en surface des molécules de
CMH | et Il peut étre augmentée dans les leucémies lymphoides chroniques (CLL) apres
utilisation de décitabine (Dubovsky et al., 2009). Des études menées par Coral et al ont
montré des résultats similaires dans le mélanome (Coral et al., 1999). Les molécules du CMH
étant responsables de I'apprétement et de la présentation antigénique, il pourrait alors étre
intéressant d’étudier par la suite I'effet de la 5-AZA sur la capacité des DC a présenter les

antigénes tumoraux aux LT CD8 naifs.

Dans le contexte d’une activation CDS8, il a été montré que la 5-AZA augmente
I’expression des antigenes associés aux tumeurs (TAA) qui peuvent ainsi favoriser la réponse
anti-tumorale via les CD8 (Jabbour et al., 2009). Précédemment, les agents hypométhylant
ont été impliqués dans plusieurs cas cliniques. lls entrainent I'augmentation de I’expression
de TAA dans les cancers de la prostate et augmentent les capacités cytotoxiques des CTL
dans des modeéles de xénogreffes (Guo et al., 2006). Récemment Goodyear et al ont montré
que les thérapies épigénétiques, utilisant la combinaison 5-aza et VPA, ont la capacité
d’induire in vivo une réponse CTL contre les antigénes MAGE, ce qui pourrait contribuer a
leur activité clinique dans les hémopathies malignes (Goodyear et al., 2010). De méme, ces
drogues ont la capacité d’induire I'expression d’antigénes mineurs d’histocompatibilité dans
les tumeurs solides; ceci a été proposé comme une manceuvre visant a augmenter
I'efficacité de I'immunothérapie basée sur ces antigénes dans différentes tumeurs solides

(Hambach et al., 2009).

D’autres effets de la 5-AZA restent encore a éclaircir, notamment sur les
fonctionnalités d’autres populations cellulaires comme les pDC. Les pDC, comme les DC
myéloides, ont un double réle. En effet, elles sont aussi bien impliquées dans l'initiation

d’une réponse immunitaire contre les pathogenes viraux, que dans l'induction et la
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maintenance d’une tolérance aux antigenes exogenes et endogenes (Arpinati et al., 2003).
Récemment, Labidi-Galy et al ont montré que I'altération fonctionnelle et quantitative des
pDC entraine une progression du cancer ovarien via I'induction d’une tolérance immunitaire
(Labidi-Galy et al., 2011). Nos données préliminaires sur les pDC ont montré une légere
augmentation de la production d’IFN-a par les pDC traitées a la 5-AZA. Les qualités
fonctionnelles des pDC semblent alors étre augmentées en présence de 5-AZA, ce qui
pourrait empécher l'induction de tolérance immunitaire et la progression de la tumeur. A
I'inverse, nos résultats sur le VPA montrent une diminution de la sécrétion d’IFN-a par les

pDC en présence de cette drogue réduisant ainsi leur immunogénicité.

Nous nous sommes également intéressés a une autre classe de molécules
épigénétiques utilisée en chimiothérapie, les inhibiteurs d’ HDAC. A forte concentration, ils
possedent, comme les agents hypométhylants, des propriétés anti-tumorales et sont
considérés comme cytotoxiques. lls induisent un arrét de la croissance et de la
différenciation, la mort cellulaire programmée et inhibent I'invasion et I'angiogénese. Les
inhibiteurs HDAC comme le VPA sont devenus des candidats prometteurs pour le traitement
de différents types de cancer. Environ 80 essais cliniques avec les iHDAC sont en cours et
testent plus d’une dizaine d’agents différents sur les cancers solides et hématologiques (Tan
et al., 2010). En effet, le Vorinostat (SAHA) et la romidepsine sont maintenant approuvé par

la FDA comme traitement des lymphomes T cutanés (Duvic and Vu, 2007).

Cependant, il a déja été remarqué qu’a faible dose (entre 10 et 100 fois inférieure),
les inhibiteurs HDAC comme le VPA sont capables de modifier les principales caractéristiques
de la réponse immunitaire (Marks et al., 2001). En effet, I'acétylation des histones est
importante pour la régulation de I'expression de nombreux génes impliqués dans le systeme
immunitaire. Récemment, Roger et al ont montré que les iHDAC inhibaient I'activité des
génes responsables des fonctions immunitaires des macrophages (chimiokines, cytokines,
molécules de costimulation...) (Roger et al.,, 2011). Cet effet délétere sur le systéme
immunitaire induit par les iHDAC est un probléme de taille dans le traitement des cancers,
car, certes ils ont un effet cytotoxique, mais qui peut se faire au prix d’une diminution du
systeme immunitaire qui est primordiale pour le contréle de la progression tumorale.
Toutefois dans une perspective thérapeutique, les propriétés anti-inflammatoires et

immunosuppressives du VPA et des autres iHDAC a faible concentration pourraient s’avérer
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utiles dans différents contextes cliniques ou la diminution de I'immunité est nécessaire. Par
exemple, dans les maladies chroniques inflammatoires ou dans les GVHD aprés
transplantation de cellules souches allogéniques ils pourraient étre utiles. Dinarello et al ont
récemment mis en évidence un large spectre de pathologies ou les iHDAC s’averent

bénéfiques (Dinarello et al., 2011).

Cependant, le mécanisme exact responsable de 'immunosuppression créée par ses
agents n’est pas encore completement éclairci. Les défauts observés dans les fonctions des
DC apres exposition aux iHDAC semblent refléter d’un blocage du signal passant par NFkB et
les IRF (Interferon regulatory factor). En effet, le blocage de I'activité de transcription de
NFkB via les iHDAC a déja été décrit (Place et al., 2005). Les iHDAC semblent inhiber
I'activation des MAP Kinases et la translocation nucléaire de NF-kB (Jung et al., 2009). Un
autre mode d’action a été défini par Roger et al (Roger et al., 2011). Il s’agit de I'induction de
Mi-2B, principale composante du remodelage de la chromatine. Les iHDAC induisent
I'activité du complexe Mi-2B/NuRD qui agit comme un répresseur transcriptionnel des
cytokines induites par le LPS, comme I'IL-6. Des résultats sur la caspase-1 ont également été
mis en évidence par I'équipe de Leoni et al. En effet, plusieurs iHDAC entrainant la
diminution de la production d’IL1-B, on peut penser que ces inhibiteurs agissent sur la

caspase-1 ou sur les protéines requises pour son activation.

Les iHDAC paraissent donc avoir un impact sur plusieurs voies dont la voie de

sécrétion des cytokines, ce qui implique un effet sur la fonctionnalité des DC.

Au niveau fonctionnel, les DC exposées aux pathogenes, surtout aux ligands de TLR,
peuvent produire une quantité de cytokines pro-inflammatoires menant a un
environnement favorisant I'expansion et la polarisation des LT spécifiques. Les cytokines
comme I'IL-12p70, I'lL-10 et I'lL-23 ont été établies comme signal clé de la différenciation
des LT helper (Goriely et al., 2008; McKenzie et al., 2006). Nos résultats montrent que le VPA
peut réduire la sécrétion d’IL-12, d’IL-10, d’IL-23 et d’une moindre mesure d’IL-6 et de TNF-
a. L'inflammation entrainée par la libération massive de cytokines est importante dans la
plupart des maladies chroniques inflammatoires. Les inhibiteurs de l'activité et de Ia
sécrétion de ces cytokines sont devenus des cibles intéressantes. L'aspect attractif des
iHDAC est la diminution de la sécrétion cytokinique suite a leur administration orale et a de

faibles doses, aussi bien chez I’'Homme (Vojinovic et al., 2011) que dans les modéles animaux
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(Lewis et al., 2011). En effet, Lewis et al rapportent que I'iIHDAC ITF235, utilisé a des
concentrations non apoptotiques, réduit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires in vivo

et entraine un effet anti-inflammatoire in vivo.

La sécrétion d’IL-12 est primordiale dans la différenciation des LTh naifs en LTh1. Nos
résultats montrant une diminution de la sécrétion d’IL-12, nous avons étudié la sécrétion
d’IFNy par les LT CD4+. Celle-ci est effectivement diminuée en présence de VPA et donc la
capacité d’induction d’une polarisation Thl par les DC est inhibée. Cette observation a déja
été faite avec I'apicidine, un autre iHDAC, Jung et al ont mis en évidence la diminution de la
production d’IFNy par les LT ainsi que I'incapacité des DC traitées a induire une réponse Thl
(Jung et al., 2009). Brogdon et al ont également montré que I'inhibition des HDAC affecte
d’'une maniere sélective un groupe de geénes responsable de la stimulation et du
chimiotactisme des cellules Th1 (Brogdon et al., 2007). Les Th1 ont la capacité d’amplifier les
réponses CTL, les iHDAC diminuent donc également cette réponse cytotoxique. Une autre
équipe a montré la diminution de I'expression des chimiokines CXCL-9, -10 et -11 sur des DC
différenciées apres traitement aux iHDAC, entrainant un blocage de la polarisation Th17

(Bosisio et al., 2008).

Dans I'étude que nous avons effectuée, nous avons montré que l'inhibition des
HDAC par le VPA modifiait significativement le phénotype et la fonction des DC dérivées de
monocytes activés par le LPS. L'inhibition des HDAC entraine une diminution de I'expression
de molécules de surface importantes sur les DC matures. L'expression des molécules du
CMH (HLA-DR et HLA-ABC) est également diminuée. Tout ceci combiné a la diminution
importante du pourcentage de CD83 sur les DC suggere que le VPA diminue le processus de
maturation et donc les capacités allo-stimulatrices des DC. Ces données sont en adéquation
avec de récentes études qui testent I'impact du LBH589, un nouvel iHDAC, sur le phénotype
et la fonction des DC myéloides humaines. L’exposition au LBH589 affecte I'expression des
molécules de maturation (CD83), des CMH et des molécules de costimulation (Song et al.,
2011). De méme, de précédents travaux faits par I'équipe de Nencioni ont démontré que le
VPA et le MS275 (un autre iHDAC) étaient capables d’affecter I'expression de molécules de

costimulation et d’adhésion a la surface des DC (Nencioni et al., 2007).

Les DC matures jouent un role primordial dans la stimulation des LT responsables des

GVH. Par conséquent, il est considéré que I’élimination de I'activité des DC est une des
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principales méthodes de prévention de la GVH. Moghaddami et al ont rapporté que
I'inflammation induite par les LT dans cette pathologie est accompagnée d’une
augmentation du nombre de DC matures qui expriment fortement les molécules de CMH et
de costimulation (Moghaddami et al., 2007). Par conséquent, le développement de drogues
capables de supprimer / diminuer les marqueurs de maturation des DC est considéré comme
une approche intéressante pour le traitement de maladies inflammatoires et auto-immunes.
D’apres nos résultats, les iHDAC comme le VPA pourraient avoir cet effet inhibiteur
bénéfique. Cela a également été montré avec d’autres types d’iHDAC, la Trichostatine A, la
Scriptaide et le butyrate de sodium. En effet, ces molécules entrainent également une
diminution de I'expression des CMH et des molécules de costimulation, ainsi que la
réduction de I'activité de présentation antigénique des DC (Kim and Lee, 2010). Comme pour
la 5-AZA, il serait donc intéressant d’étudier I'effet du VPA sur la capacité des DC a présenter
les antigénes aux LT CD8. Dans I'équipe nous possédons des clones CD8 M117.32H restreints
HLA-A2 capables de reconnaitre I'antigene NY-ESO-1 (157-165) (Leclercq et al., 2011). Les
capacités immunostimulatrices des DC traitées au VPA et chargées avec le peptide NY-ESO-1
ou la protéine pourraient alors étre étudiées dans ce contexte. Nos résultats préliminaires
sur I'action des DC traitées au VPA sur les CD8 ont montré une diminution de I'expression
par les CD8 des molécules cytotoxiques granzyme B et IFN-y. Le VPA semble donc diminuer

les capacités d’induction de réponses CD8+ cytotoxiques des DC.

Nos données préliminaires in vivo ont montré une diminution de la maturation des
DC apres injection de LPS dans les souris traitées au VPA. |l serait intéressant de développer
ses résultats et de tester I'effet direct du VPA chez des souris ayant une GVHD induite. Les
travaux de Reddy et al sont les pionniers dans ce domaine. lls ont montré que l'injection de
DC traitées ex vivo par iHDAC réduit la GVHD des modéles murins qui ont subi une
transplantation allogénique de moelle osseuse. Cette diminution de GVHD est
vraisemblablement en relation avec une augmentation d’IDO, suppresseur de la fonction des
DC, d’une maniére dépendante de la transduction du signal et de I’activation de la
transcription de STAT3 (Sun et al., 2009). Nos résultats obtenus avec IDO sont différents et
montrent une diminution de I'expression d’IDO dans les DC traitées avec VPA. Cependant,
nos résultats traitent de I'expression d’IDO et il serait peut étre plus judicieux de s’intéresser
a l'activité de cette enzyme grace a l'analyse des produits de dégradation d’IDO

(Kynurenine). L'équipe de Roger et al a également montré un impact des iHDAC in vivo

Cellules dendritiques et drogues immunomodulatrices Page 126



Discussion

(Roger et al., 2011). En effet, 'administration de valproate augmente la sensibilité des souris
aux infections bactériennes et fongiques. De méme, les iHDAC conferent une protection
dans les modeéles de chocs septiques en limitant la libération massive de cytokines. Ces
résultats démontrent clairement que les effets des iHDAC sur les cellules immunitaires in
vitro traduisent les effets immunosuppresseurs importants obtenus in vivo. Dans d’autres
maladies auto-immunes, les iHDAC présentent également des effets favorables. Récemment,
Patel et al ont montré que le traitement de souris NOD pré-diabétiques avec de la
Trichostatine A diminuait efficacement I'incidence du diabéte chez ces souris (Patel et al.,

2011).

Malgré le fait que toutes ces données rapportées ne concernent pas les mémes
iHDAC, les méme concentrations ou les mémes temps d’exposition ; les tendances globales
sont relativement comparables. Elles soulignent un réle immunosuppresseur des DC

exposées aux iHDAC.

De plus en plus de nouvelles drogues font leur apparition dans les traitements
de chimiothérapie. Au vu de I'ensemble de mes résultats et des études faites sur les iHDAC
et les agents hypométhylants, il apparait primordial d’étudier I'effet de ces nouvelles
molécules sur le systéme immunitaire et plus particulierement sur les DC. Des études
supplémentaires pourraient également permettre d’identifier de nouveaux mécanismes
d’action de ces drogues. Ces nouvelles stratégies pourraient alors cibler soit une activation

soit une tolérisation du systéme immunitaire, selon les conditions pathologiques.
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Cellules dendritiques et drogues immunomodulatrices

Il'y a de plus en plus de preuves du role des mécanismes épigénétiques dans le développement des
cancers et des maladies auto-immunes. Dans la plupart des cas, le mode d’action précis n’est pas
connu, cependant I'hypométhylation de I'"ADN et I'acétylation des histones sont couramment
observées et ont montrées des effets sur le systeme immunitaire. Or les cellules dendritiques (DC)
sont des cellules présentatrices d’antigénes professionnelles qui jouent un réle majeur au niveau du
systeme immunitaire. Il nous a donc paru important de tester l'impact de deux drogues
immunomodulatrices utilisées en clinique humaine, un agent hypométhylant, la 5-azacytidine (5-
AZA), et un inhibiteur d’histone désacétylase, I'acide valproique (VPA). Ces effets ont été mesurés
sur le phénotype et la fonction de DC dérivées de monocytes humains. Outre son impact sur la
maturation des DC et la diminution de sécrétion des cytokines IL-10 et IL-27 des DC traitées par 5-
AZA, il existe une augmentation de la réponse Th17 chez des patients traités par cette drogue. Le
VPA, quant a lui, modifie significativement le phénotype et la fonction des DC matures en
entrainant une diminution de I'expression des molécules de costimulation de la sécrétion d’IL-
12p70, d’IL-10, d’IL-23. La sécrétion d’IFN-y par les lymphocytes CD4+ (profil Thl) est également
diminuée. Tout ceci suggere une diminution de la capacité allo-stimulatrice des DC traitées au VPA.
L'ensemble des effets de ses drogues in vitro suggérent un rdole important de celles-ci dans la
manipulation des DC dans un contexte d’immunothérapie anticancéreuse ou de maladies auto-
immunes.

Mots clés : Cellules dendritiques, acide valproique, 5-azacytidine.

Dendritic cells and immunomodulatory drugs

There is growing evidence for the role of epigenetic mechanisms in the development of cancer and
autoimmune diseases. In  most cases, the precise mechanismis not known, however, DNA
hypomethylation and histone acetylation are commonly observed and have shown effects on
the immune system. Dendritic cells (DC) are the professional antigen presenting cells that play
a major role inthe immune system. Thus, we thought it was important to assess the impact of
two immunomodulatory drugs used in the routine clinic, namely the hypomethylating agent, 5-
azacytidine (5-AZA) and the histone deacetylase inhibitor, valproic acid (VPA).The effects of these
drugs were measured on phenotype and function of human monocyte-derived DC. In addition to its
impact on DC maturation and secretion of IL-10 and IL-27, we observed an increase
of Th17 response in patients treated with 5-AZA. On the other hand, VPA, significantly altered the
phenotype and function of mature DCresulting in adecreased expression of costimulatory
molecules, and decreased secretion of IL-12p70, IL-10, and IL-23. Consequently, the secretion
of IFNy by CD4+ T cells (Th1 profile) was also reduced suggesting a decreased of allo-
stimulatory capacity of DC treated with VPA. Taken together, the latter findings suggest an
important role of these epigenetic drugs for the manipulation of DCin the context of cancer
immunotherapy or treatment of auto-immune diseases.

Key words: Dendritic cells, valproic acid, 5-azacytidine
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