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ABREVIATIONS

aGvHD: « acute graft versus host desease »

ACT: “adoptive cell transfert”

ADCC: « antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity”
ADN: acide désoxyribonucléique

ADNc: ADN complémentaire d'un brin d’ARN
AEP: “asparagine-specific endopeptidase”

AICD: “activation-induced cell death”

APRIL: “a proliferation-inducing ligand”

ARN: acide ribonucléique

ATP: adénosine triphosphate

B2R: récepteur a la bradykinine

B7-H: “B7-homologue”

BAFF / BlyS: “B cell-activating factor / B lymphocyte stimulator”
BCR: “B-cell receptor”

BDCA: “blood DC antigen”

BTLA: “B- and T-lymphocyte attenuator”

CD: “cluster of differentiation”

CLEC: “C-type lectin-like receptor”

CLIP: “class Il-associated li-derived peptide”

CLR: “c-type lectin receptor”

CMH: complexe majeur d’histocompatibilité

CMV: cytomégalovius

CO : monoxyde de carbone

COX :cyclooxygénase

APC : « antigen presenting cell » (ou CPA)

CR: “complement recepteur”

CRD: “carbohydrate recognition domain”

CSF-R: “colony stimulating factor receptor”

CTL: “cytotoxic T lymphocyte”

CTLA-4: “cytotoxic T lymphocyte-associated 4”
DAK: “DC-mediated activation of killer cells”

DC: “dendritic cell”

DCAR: “DCimmunoactivating receptor”

DCIR: “dendritic cell immunoreceptor”

DC-SIGN: “dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin”
Dectin: “DC-associated C-type lectin”

dsRNA: “double strand RNA”

EAT2: “EWS/FLI1-activated transcript 2”

EBI3: “Epstein Barr virus-induced gene 3”

FcR: récepteur au fragment Fc des Ig

FGF: “fibroblast growth factor”

GITR: “glucocorticoid-induced TNFR-related gene”
GM-CSF: “granulocyte macrophage - colony stimulating factor”
GP96: glycoprotéine 96

GrB2: “growth factor receptor-bound protein 2”



GTP: guanine tri-phosphate

HEV: “high endothelial veinule”

HIV: “human immunodeficiency virus”

HLA: “human leukocyte antigen”

HMGB1: “high mobility group box 1”

HO-1: “heme oxygenase-1"

HSP: “heat-shock protein”

HVEM: “Herpesvirus entry mediator”

ICAM: “intercellular adhesion molecule”

ICOS: “inducible T-cell costimulator”

IDO: “indoleamine dioxygenase”

IFN: interféron

IFNAR : “IFNalpha recepteur”

[g : Immunoglobuline

IL: interleukine

IL3Ra: chaine alpha du récepteur a l'interleukine 3
IL1RA: “IL1 recepteur antagonist”

i-NOS: “inducible- nitric oxyde synthase”

[P-10: “interferon-inducible protein 10”

ITAM: “immunoreceptor tyrosine-based activation motif”
ITIM: “immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif”
KIR: “killer-cell immunoglobulin-like receptor”

IRF: “interferon regulatory factor”

LAK: “lymphokine activated killer cell”

LAT: “linker for activation of T cells”

LB: lymphocyte B

LC: cellule de Langerhans

LCA: “leukocyte common antigen”

LFA: “lymphocyte function-associated antigen”

LMP: “large multicatalytic protease”

LOX-1: “lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor -1
LPS: lipopolysaccharide

LT: lymphocyte T

MIIC: “MHC II compartment”

MCM: “monocyte conditionned medium”

MCP: “monocyte chemotactic protein”

M-CSF: “macrophage-colony stimulating factor”

MDA-5: “melanoma differentiation-associated gene 5” (=Helicard)
MDC: “macrophage-derived chemokine”

MICL: “myeloid inhibitory C-type lectin-like receptor”
Mig: “monokine induced by gamma interferon”

MIP: “macrophage inflammatory protein”

MMP: “matrix metalloproteinase”

MPS: systeme phagocytaire mononucléaire

MR: “mannose receptor” (MMR: macrophage mannose receptor)
1-MT: 1-méthyl tryptophane

MUC: mucine

MyD88: “myeloid differentiation primary response gene 88”
NALP: “NACHT-LRR-PYR-containing proteins”



NFkB: “nuclear factor kappa-B”

NK: “natural killer”

NKR: “natural killer recepteur”

NKT cell: “natural killer T cell”

NLR: “Nod-like receptor”

NO: “nitric oxide”

Nod: “nucleotide-binding oligomerisation domain”

PAF: “platelet-activating factor”

PAMP: “pathogen-associated molecular pattern”

PD-1: “programmed death-1"

PD-L: “programmed death - ligand”

PKR: “double-stranded RNA-dependent protein kinase”
polyIC: “polyinositic cytidilic acid”

PRR: “pattern recognition receptor”

RANK: “receptor activator of NF-kappa-B”

RANTES: “regulated upon activation, normally T-expressed and presumably secreted”
RBP-Jk: “recombination signal-binding protein 1 for J-kappa”
RE: réticulum endoplasmique

RIG-1: “retinoic acid-inducible gene 1”

RLR: “RIG-1-like receptor”

SAP: “SLAM-associated protein”

SARM: “sterile alpha motif and armadillo motif domain-containing protein”
SDF-1: “stromal cell-derived factor 1”

SHP2: phosphatase a domaine SH2

SLAM: “signalling lymphocyte activation molecule”

SLC: “secondary lymphoid tissue chemokine”

SMAC: “supramolecular activation cluster”

SP-A: “surfactant protein-A”

SR: “scavenger receptor”

STAT: “signal transducer and activator of transcription”
TAP: “transporter associated with antigen processing”
TARC: “thymus and activation-regulated chemokine”
TEM: lymphocytes T effecteurs-mémoires

TCM: lymphocytes T centraux-mémoires

TCR: “T-cell receptor”

TGF: “tissue growth factor”

Th1: lymphocyte T helper de type 1

Th2: lymphocyte T helper de type 2

TERT: “telomerase reverse transcriptase”

TIL: “tumor-infiltrating lymphocyte”

TIMP: “tissue inhibitor of metalloproteinase”

TIR: “TLR /IL1R domain”

TIRAP: “TIR-domain-containing adaptor protein (= MAL)”
TLR: “toll-like receptor”

TNF: “tumor necrosis factor”

TNFR: “TNF receptor”

TRAIL: “TNF-related apoptosis-inducing ligand”

TRAM: “TRIF-related adaptor molecule (= TIRP ou TICAM-2)”
TRANCE: “TNF-related activation-induced cytokine”



Treg: lymphocyte T régulateur

Ts: lymphocyte T suppresseur

TRIF: “TIR-domain-containing adaptor inducing IFN-p (= TICAM-1)"
UTP: Uridine triphosphate

VIP: “vasoactive intestinal peptide”

VLA: “very late activation protein”

WARS: “tryptophanyl t-RNA synthetase”
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Introduction

INTRODUCTION

Le systéme immunitaire est structuré autour d'organes lymphoides I et II aux fonctions
complémentaires et son efficacité tient du fait qu'une grande partie des cellules
immunocompétentes est capable de circuler dans les tissus et dans l'ensemble de
I'organisme grace aux systemes lymphatiques et sanguins.

Les organes lymphoides I que sont la moelle osseuse et le thymus sont le site de
production de toutes les cellules de I'immunité et en particulier du pool des lymphocytes
« naifs ».

Les organes lymphoides II que sont la rate, les nceuds lymphatiques, les plaques de
Peyer et les structures lymphoides associées aux muqueuses (amygdales) permettent
aux cellules immunocompétentes de se regrouper, d’'interagir et de produire anticorps,
cytokines et cellules activées pour 'immunité spécifique. Ils permettent aussi la collecte
des éléments (antigenes, particules et cellules) issus du drainage des tissus par le
systéme sanguin et lymphatique, les DC faisant partie de ce systeme de collecte
puisqu’elles migrent de la périphérie pour venir présenter dans les organes II les

antigenes apprétés par les molécules de présentation.

D Les cellules dendritiques

1.1) Découverte, histoire

Les cellules dendritiques (DC) ont au départ été considérées comme des artéfacts. De
part leurs longs prolongements cytoplasmiques (« dendrites »), elles ont d’abord été
assimilées a des terminaisons nerveuses, d’oll leur nom. Mais leur localisation
particuliére (peau, muqueuses et tissus lymphoides secondaires) et leur fonction bien
spécifique ont permis de les distinguer des cellules nerveuses. Bien qu’exprimant
certaines molécules neurodynamiques, comme les sémaphorines (Kikutani and
Kumanogoh 2003) (impliquées dans la croissance des axones neuronaux), elles n’ont

aucune propriété de transduction d’influx électriques, mais sont par contre un carrefour
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incontournable dans la transmission de signaux de danger et dans l'orientation de la
réponse immunitaire.

Leurs premiéres observations datent de 1868, par Paul Langerhans, qui donna par la
suite son nom a un sous-type de cellules dendritiques, présentes dans la peau. Il fallut
des dizaines d’années pour comprendre leur origine, leur role et leur fonctionnement. Ce
n'est qu’'en 1979 que leur origine hématopoiétique fut établie (Katz et al 1979) et en
1973 que leur role dans la présentation antigénique fut démontré (Steinman and Cohn

1973).

1.2) Sous-populations et localisations

Il en existe principalement deux types: lymphoides et myéloides, selon leur origine
cellulaire. Dérivant d’un progéniteur hématopoiétique (CD34+), a l'origine de deux
types majeurs de précurseurs sanguins, leur filiation n’est pas encore totalement
éclaircie. La différenciation des divers types de DC dépend du microenvironnement et
des stimuli présents dans les organes lymphoides primaires et les tissus périphériques,
mais la précocité de cette distinction est encore controversée. Etant donnée la
complexité de caractérisation des sous-populations de DC et les différences observées
entre le modéle animal, murin en particulier, et le modéle humain, je ne détaillerai pas le
profil des DC de souris et me limiterai aux DC humaines.

Peu d’études ont été réalisées sur la filiation /n vivo des DC humaines, la distinction des

sous-types se basant essentiellement sur des études de culture /n vitro.

10
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Figure 1: Voies de développement des DC humaines (Schott 2006)

CLA : cutaneous lymphocyte-associated antigen , IPC : interferon-producing cell, pDC : precursor of DC

I1 semblerait que les cellules dendritiques interstitielles du derme, ainsi que les cellules
de Langerhans des épithéliums de la peau et des muqueuses, dérivent d’'un progéniteur
aux caractéristiques myéloides (CD11c+) (Luft et al 2002) (Figure 1), sous l'effet de
cytokines produites par les cellules endothéliales et les cellules stromales (GM-CSF +
IL4 pour les premieres, TGFB, TNF ou IL15 pour les secondes) (Palucka and Banchereau
2006). Elles pourraient aussi dériver directement des monocytes sanguins (CD14+
CD11c+). Récemment, il a été démontré chez la souris que les cellules de Langerhans
dérivent d’'un sous-type de monocytes (CSF1R+, Gr-1+) (Ginhoux et al 2006). 1l est
possible que ce soit également le cas chez 'homme, les monocytes étant aussi a I'origine
de la lignée macrophagique, entre autres. Monocytes, macrophages et DC forment ainsi
avec les ostéoclastes et les cellules microgliales le systéme phagocytaire mononucléaire
(MPS).

Les cellules de Langerhans, qui se caractérisent par l'expression spécifique de la
Langerine, ainsi que par des organites particuliers, les granules de Birbeck, forment avec

les DC interstitielles ce que I'on appelle les DC conventionnelles.

Les cellules dendritiques en immunothérapie anti-tumorale : caractérisation et maturation 11
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Les cellules lymphoides, quant a elles, dérivent d'un progéniteur CD14- CD11lc-
IL3Ralpha+ (CD123) sous l'effet de I'lL3 et du CD40L (Table 1). On les prénomme aussi
les cellules dendritiques plasmacytoides, spécialisées dans la production des interférons
de type I. La distinction entre les deux types de lignage n’est pas parfaite puisqu'un
troisieme précurseur CD14- CD11c+ a été décrit, donnant in vitro différents types de
cellules dendritiques, mais dont la différenciation semble plutot spontanée, il est de ce

fait soumis a controverse.

Momendlature Plasmacytosd DO Iterstital DC Langerhans DC
Precursors in blood CDI e IL-3R+ CDOl e+ CDla+ IL-3R CDl e+ CDla+ IL-3R
or CDI4+ QD1 le+ monocytes or CD 144 CDI le+ monocytes
Phenotype (611, 57 &0, 62 70,71) CDl e CDI e+ CDl et
IL-3Rt- Figh IL-3R du IL-3R.
HLA-DRA+ HLA-DR HLA-DR+
CDI I COI b+ COI b+
CDI3 CDI3+ CDI3+
CD33 CO33+ CD33+
CDa+ CDa4 CDa4
CDOla CDla CDla+
Birbeck granule Birteck: granule Birbeck granule+
Factor VI T+ Fador VI 1+ Factor VT
Langerin Langerin Langerin4
CCB6+ COa6+ CD86+
CD40+ CD40+ CD404
CO80+ COa0+ CD80+
Localization (58 5%, 78) T-cell zones of ymphoid organs;  Germinal centers (GCDC)? Tcell zones of lymphoid organs
DC precursors in blood DC precursors in Bood CC precursors in blood
knmature cells in tssue imerstices Immature cells i epitheka
Function
TLR expression on precursors (111, 112)  TLR 74+ 94+ CDI44 - TLR 1+ 244454+ 84 CDI44 : TR 1424445+ 84+
CDl e+ TLR 14243+ CDI e+ TLR 14243+
IL-12(p70) secretion (B3-93) +4 +4+++ ++++
IL- 10 secretion (6117 +4+++ +4
IFtM-a secretion (b-11, 78, 97) ++++
QD4+ Tcell priming (89, 103, 104) ++ +4++ ++++
CO8* Tell priming (61 1) ++ +++ +4 -+
CTL activty (&1 1) ? ++ +++
DC-B-cell imteradion (6 110) b ++++ +

D, dendntic cell TLR, Tol-ke meeptor; IFML interferon CTL optotoxic T hmphooyte; 1L interdeukin; HLA, hurman leukocyte antigen

Table 1: Sous-types de DC humaines (Pulendran 2004)

A coté de ces grand types de cellules dendritiques, localisées dans les tissus
périphériques, on trouve les cellules marginales de la rate, les cellules interdigitées des
ganglions lymphatiques, celles des centres germinatifs, du thymus, du foie, du sang qui
sont des sous-types supplémentaires ou, de maniére plus probable, des états de
maturation plus avancés des cellules dendritiques périphériques.

Ceci détermine grossiérement deux grandes populations de DC : celles résidant dans les
tissus périphériques tels la peau (épiderme et derme) et les muqueuses (intestinale,

pulmonaire, vaginale, oculaire), étant plutét dans un état immature capables de

12



Introduction

phagocyter des éléments pathogénes ou d’internaliser des antigénes du non-soi, et celles
situées dans la lymphe, les ganglions lymphatiques, la rate, le thymus qui sont plutét
dans un état mature, présentant les antigenes, qui résultent d’'une migration et d'une

maturation des DC périphériques.

Les DC étant en trés faible proportion dans le sang (1 a 2 %), beaucoup d’études sont
effectuées sur les DC dérivées des monocytes, grace a la facilité pour isoler ces cellules a
partir du sang, en grande quantité, et de les différencier en DC par I'ajout de GM-CSF et
d’'IL4 (Romani et al. 1994; Sallusto and Lanzavecchia 1994). Bien que la différenciation
des DC in vivo reste encore mal définie, il a été montré que les cellules NK étaient
capables d’induire des DC a partir de monocytes grace au GM-CSF et au CD40L qu’ils
expriment (Zhang et al. 2007).

Les IKDC

Ce sous-type de DC a été identifié récemment chez la souris et est différent des autres
types de DC par I'expression conjointe de molécules associées aux NK (CD49b, NK1.1) et
aux DC (CD45R, CD11c+/-) (Chan et al 2006; Taieb et al 2006). Ces cellules sont
douées de présentation antigénique sur le CMH II. Elles possedent aussi une forte
capacité de production des interférons de type I, ainsi que d'IFNy apres activation, et une
habilité a lyser des cellules cibles de maniére TRAIL dépendante. Ceci leur confére une
place primordiale dans les réponses innées anti-tumorales. Cependant, leur existence,
ou du moins leur lignage réel, est actuellement soumis a controverse et de récentes
études ont montré que ces cellules ressemblaient plus a des cellules NK activées qu’'a des
DC (Caminschi et al. 2007; Vosshenrich et al. 2007). Sont-elles des DC aux propriétés
cytotoxiques ou des NK aux capacités de présentation antigénique ? De futures

recherches seront nécessaires pour y répondre.

1.3) Fonctions

Les DC ont longtemps été ignorées comme cellules immunitaires, ce n’est qu’'en 1973

que Steinman et Crohn les décrivent comme les meilleures cellules professionnelles

13
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dans la présentation antigénique. Elles partagent, avec les lymphocytes B et les
monocytes, quelques propriétés comme une forte expression du CMH de classe II et la
capacité de phagocyter du matériel pathogene et de présenter a leur surface les peptides
dérivants, apprétés par les CMH. Par ce systéme de présentation antigénique restreinte
au CMH, ces cellules, les CPA (cellules présentatrices d’antigénes), peuvent déclencher
une réponse immune adaptative par l'activation des lymphocytes T spécifiques
différenciés.

Les DC font partie de ces CPA mais possédent en plus 'unique capacité de stimuler des
lymphocytes naifs, de les sensibiliser pour les induire en différenciation et en
prolifération. Elles sont aussi par ce biais-la capables d’orienter la réponse immune,

nous le verrons plus en détail par la suite.

Par leur localisation bien particuliere (tissus en contact avec le milieu extérieur), les DC
servent de sentinelles pour détecter une agression et se situent ainsi a I'interface entre

le systéme inné et le systéme adaptatif.

1.3.a) Capture des antigénes

Les CPA peuvent étre mises en contact de différents types d’antigénes, du soi ou du
«non-soi ». Les structures du soi reconnues peuvent étre des complexes Hsp-protéines,
des peptides glycosylés, des cellules mortes ou agées. Les structures exogénes peuvent
étre des toxines bactériennes, des composants des parois bactériennes, des protéines de
capsides virales, des acides nucléiques bactériens ou viraux, des structures particulieres
de parasites, des allergenes, libres ou opsonisés, ou encore des cellules infectées ou
lésées. Selon le type d’antigéne, différents récepteurs seront impliqués pour permettre
leur capture: les lectines, les récepteurs scavenger, les récepteurs au complément ou

aux fragments Fc des anticorps (cf1.4.a)).

Les phagocytes du systéme inné utilisent principalement la phagocytose comme mode
d’élimination des pathogenes (bactéries, cellules mortes et grosses particules), c’est-a-
dire une internalisation actine-dépendante par englobement dans la membrane
plasmique cellulaire. A la différence des neutrophiles et des macrophages, la

phagocytose de matériel par les DC n'aura pas pour conséquence sa compléte

14
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dégradation, mais plutét une protéolyse contrdlée qui permettra ensuite une

présentation de peptides a leur surface membranaire.

s Clathrin-mediated | Non-clathrin/caveolae |
Phagocytosis | Macropinocytosis endocytosis endocytosis
6
e
@
Dynamin Dynamin
actin actin
\ Clathmn
adaptors Cavweoin?
(AP-2)
Cytoschc
protens

Figure 2: Voies d'internalisation des antigénes exogénes (Trombetta and Mellman 2005)

_ la phagocytose permet d’ingérer des particules de grosse taille (>1pum) (Figure
2). S'il s’agit d’'une bactérie, il en résultera généralement une réponse inflammatoire, par
activation simultanée de PRR (Pattern Recognition Receptor) (cf 1.4.a)). Dans le cas de
cellules apoptotiques, il y aura plutét induction de tolérance (production de TGFbeta).
Différents récepteurs peuvent étre impliqués: les récepteurs aux fragments Fc des
anticorps et les récepteurs au complément pour les particules opsonisées (Bajtay et al.
2006), les récepteurs scavenger comme SR-A (Dunne et al. 1994) ou LOX-1 (Shimaoka
et al. 2001). Dans le cas de cellules apoptotiques, pourront intervenir des intégrines
(avB3, avPs) (Albert et al. 1998), les récepteurs aux phosphatidyl-sérines, le CD14 et les
transporteurs ABC du cholestérol (Fadok and Chimini 2001). En paralléle, les cellules
vivantes expriment des récepteurs comme CD47 qui inhibent la phagocytose (Oldenborg

etal.2000).

_ la macropinocytose permet d’internaliser, de maniere actine-dépendante, des

antigénes solubles et de les concentrer dans des vésicules intracelluaires CMH I+

Les cellules dendritiques en immunothérapie anti-tumorale : caractérisation et maturation 15
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(Sallusto et al. 1995). Ce processus est particuliérement important chez les DC (Norbury
2006) et pourrait faire intervenir des récepteurs spécifiques (comme CD91 et la
calréticuline chez les macrophages (Ogden et al. 2001)).

La phagocytose et la macropinocytose sont deux processus controllés par les GTPases

Rho, Rac et cdc42.

I'endocytose est une internalisation d’antigénes, récepteur spécifique
(récepteurs aux Fc, récepteurs scavenger, récepteurs aux Hsp, lectines de type C: cf
[.4.a)), qui inclue la formation de vésicules, par un réseau de clathrine (Roth 2006) ou
de cavéoline (Gumbleton et al 2000). Le type de vésicule dépendra de la nature de
'antigene et du récepteur mis en jeu. En fonction de la nature de I'antigéne seront ciblés

des compartiments endosomaux plus ou moins tardif (a pH plus ou moins acide).

Il a aussi été découvert que les pathogénes étaient capables de rentrer directement dans
les cellules phagocytaires, sans intervention du phénomeéne de phagocytose, simplement
par forage de pores dans la membrane (toxines bactériennes), ou en utilisant les
systemes cellulaires de sécrétion (type III ou IV), ou encore en activant le pore
pannexin-1, qui cible directement un membre des récepteurs intracellulaires Nod-like
(NALP3 ou cryopirine) et active I'inflammasome (§ 1.4.a) (Kanneganti et al 2007;
Pelegrin and Surprenant 2007).

La signalisation via les TLR a été décrite comme étant essentielle dans la régulation de la
phagocytose, mobilisant les filaments d’actine (West et al. 2004) et augmentant la
vitesse de phagocytose. Elle joue également en régulant la maturation des phagosomes,
qui s’acidifient peu chez les DC, comparé aux autres phagocytes (Figure 3). Elle est aussi
essentielle dans 'apprétement des antigenes puisqu’en son absence, il n’y a pas de
protéolyse de la chalne invariante Ii associée au CMH II. Enfin, la stimulation des TLR

stimule la mobilisation des molécules de CMH II vers la surface membranaire.

16



Introduction

w7 E)

Figure 3 : Activation des TLR et maturation des phagosomes (Blander 2007)

1.3.b) Apprétement et présentation des antigénes

La propriété majeure des CPA est d’exprimer a leur surface, en plus du CMH I, les
molécules du CMH 1], et de pouvoir y présenter des peptides antigéniques. Elles ont ainsi
la capacité d’activer aussi bien les lymphocytes CD4+ que les CD8+, les DC étant au
ceeur de ce systeme puisque ce sont elles qui activent et différencient les lymphocytes
naifs, nous le verrons plus en détail par la suite.

Les CPA ont développé une machinerie professionnelle dans la dégradation contrdlée

des protéines et la présentation de peptides associés au CMH.

Il est possible que des peptides, dérivés de cellules voisines, puissent étre directement
liés aux CMH de la surface des CPA (technique tres utilisée in vitro), mais ceci n’induit
pas la méme conformation du CMH et de ce fait la méme spécificité des cellules T. La
plupart des peptides exogenes présentés in vivo sont dérivés d'un processus

d’internalisation.
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Les voies d’apprétement et de présentation antigénique (au CMH I ou II) reposent sur
des mécanismes protéolytiques trés anciens (protéases, lysosomes) utilisés par la
plupart des cellules dans des processus cataboliques et homéostatiques, et qui ont été
simplement adaptés par les CPA. Jusqu’'a trés récemment, on pensait que les peptides
présentés par le CMH I étaient d’origine endogene alors que ceux du CMH II provenaient
d’internalisations. Aujourd’hui, on sait que les deux voies ne sont pas si strictes et les DC
ont cette particularité de pouvoir présenter (« cross-présenter ») des peptides exogeénes

sur du CMH L.

o) Voie cytosolique d’apprétement et de présentation des peptides endogenes au CMH |

La voie cytosolique permet de présenter des peptides issus de protéines nouvellement
synthétisées, cellulaires ou virales. Dans le cas de protéines cellulaires, elle participe a la
maintenance de la tolérance au soi.

Les protéines endogénes, nouvellement synthétisées ou rétrotransloquées de la
membrane ou du RE, sont d’abord ubiquitinées dans le cytosol pour étre dégradées par
le protéasome (Figure 4). Les peptides ainsi générés sont amenés dans le RE, grace au
transporteur TAP, ou ils s’associent au CMH I (dimeére de chaine lourde - -2
microglobuline). TAP est une protéine membranaire du RE qui sélectionne les peptides
selon leur taille et leur séquence (van Endert et al. 1995). Les complexes CMH I-peptides
sont ensuite exportés a la membrane cellulaire.

Il faut noter qu'il existe une réelle coopération entre les différentes unités de ce
complexe, ce qui garantit sa stabilité : le peptide assurant une bonne conformation de la
chaine lourde du CMH avec la -2 microglobuline, et ne se fixant a la chaine lourde de

maniére forte qu’en présence de cette derniére.
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Figure 4: Voie d’'apprétement au CMH I (Trombetta and Mellman 2005)

Le Protéasome (26S) est un complexe d’enzymes protéolytiques qui se compose de deux
grosses sous-unités: la sous-unité 20S « cceur » et la sous-unité régulatrice 19S (ou
PA700), chacune étant elle-méme constituée de multiples sous-unités. L’'unité 20S
comprend entre autre les unités catalytiques p1, B2 et f5 en double exemplaire. Le 20S,
sous certaines conditions physiologiques, peut se trouver sous une deuxiéme forme :
I'immuno-protéasome, qui posséde des unités catalytiques différentes (f1i ou LMP-2,
B2i ou MECL-1 et B5i ou LMP-7) lui permettant de générer des peptides différents. Cette
unité « coeur » forme un cylindre creux dans lequel la protéine peut se glisser et étre
dégradée.

L’unité 195, 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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B) Voie endosomale d’apprétement et de présentation des peptides exogénes au CMH II

Cette voie d’apprétement permet de présenter des antigénes internalisés par
phagocytose ou endocytose. Les vésicules d’internalisation s’acidifient pour permettre la
dégradation enzymatique des antigénes en peptides; cette acidification sera plus ou
moins modérée selon la nature de l'antigene. Les vésicules fusionnent ensuite avec le
compartiment MIIC pour permettre une fixation du peptide sur le CMH II. Il existe une
autre théorie selon laquelle I'antigéne rencontrerait tres tot (avant sa dégradation) les
molécules du CMH II, celles-ci assurant la protection des épitopes, et ce n’est qu’ensuite
que les peptides seraient générés (Deng et al. 1993).

Les molécules du CMH II se forment dans le RE par association des chaines o, B et
invariante (Ii) en nonameres, et sont transférées au Golgi. Elles vont ensuite soit
s’accumuler dans les compartiments MIIC, soit étre exportées a la membrane cellulaire.
La chaine Ii a un rdle important puisque elle assure un bon repliement des molécules de
CMH II dans le RE et leur transfert au Golgi. Elle empéche aussi la liaison aléatoire de
peptides endogénes au CMH II par son segment CLIP qui occupe le sillon de liaison
peptidique (Sette et al. 1995).

Mais il existe une voie de présentation li-indépendante pour les épitopes facilement
accessibles qui ne nécessitent pas une dégradation poussée de I'antigéne et qui peuvent
rencontrer dans les endosomes précoces des molécules de CMH II recyclées (Delvig and
Robinson 1998).

Dans le cas d’épitopes enfouis, dont l'accessibilité nécessite une dénaturation
importante, l'antigéne est amené jusqu’aux compartiments pré-lysosomaux, de type
MIIC, ot il peut rencontrer des molécules de CMH II néosynthétisées.

Une fois I'antigéne dégradé et les épitopes démasqués, la fixation du peptide au CMH II
nécessite une étape préalable : la protéolyse de la chaine Ii. Celle-ci est assurée par un
ensemble de protéases, dont AEP en premiére étape (Manoury et al. 2003), suivie des
cathepsines S, L, B et D. Enfin, c’est la molécule HLA-DM (CMH de classe II
intracellulaire) qui permet la libération du segment CLIP et son remplacement par le

peptide antigénique.
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Y) Voie endosomale d’apprétement des peptides exogénes au CMH I (présentation

croisée)

La présentation croisée fut pour la premiere fois documentée dans les années 1970 par
I’équipe de Bevan (Bevan 1976).

Cette voie endosomale est exploitée pour la présentation de peptides exogenes sur les
molécules de classe I du CMH. Les antigenes ingérés et contenus dans les endosomes
peuvent étre digérés par des protéases, en particulier la cathepsine S, et chargés sur des
molécules de CMH I recyclées ; c’est la voie TAP-indépendante (Bachmann et al. 1995).

Il existe une autre voie ol les antigenes ingérés sont libérés dans le cytosol et rejoignent
la voie de dégradation du protéasome (immunoprotéasome) (Rodriguez et al 1999).
L’acces au cytosol des antigénes est permis par la fusion des endosomes avec le RE ou le
Golgi, suivi d'une rétro-translocation dont I'origine moléculaire reste encore mal définie

(sec61, Derlinl...) (Tsai et al 2002; Lilley and Ploegh 2004).

Les DC régulent leur capacité de présentation croisée durant la maturation (Gil-
Torregrosa et al. 2004). Le CD40L a été décrit comme étant un des facteurs qui favorisait
cette voie de présentation antigénique (Delamarre et al. 2003). L’IFNgamma est connu
pour induire le remplacement du protéasome constitutif par 'immunoprotéasome,
permettant d’augmenter la quantité, la qualité et le répertoire des peptides présentables
par le CMH I (Groettrup etal. 2001).

L’engagement du CMH II avec le TCR des lymphocytes CD4+ favorise aussi la

présentation croisée d’antigenes (Machy et al. 2002).

La présence d’Hsp sur les antigenes phagocytés cible directement la voie de
présentation par le CMH de classe 1. En 1997 déja, 'équipe de Tamura montrait que les
Hsp dérivées de tumeurs permettaient d’'induire des réponses CTL protectrices et

spécifiques des tumeurs (Tamura et al. 1997).
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6) Voie de présentation au CD1

Les molécules de la famille CD1 ont une structure tres proche de celle des molécules du
CMH [, comprenant une chaine lourde s’associant avec la -2 microglobuline. On peut les
classer en trois groupes : le premier qui comprend CD1a, CD1b et CD1c présente des
antigenes lipidiques aux lymphocytes T clonaux, le deuxieme groupe (CD1d) est plus
spécifique des cellules NKT et le troisieme comprend CD1e. La présentation antigénique
par les CD1 est un autre argument pour situer les DC a l'interface entre immunité innée
par activation des cellules NKT (agissant en masse) et immunité acquise via les
lymphocytes T spécifiques.

Les CD1 possedent trois domaines extracellulaires, assurant la fixation de motifs
lipidiques. Les molécules présentées peuvent étre aussi bien d’origine endogéne
(cellulaire) que étrangére, microbienne, c’est le cas de Mycobacterium tuberculosis qui

posseéde des lipoglycanes présentables par le CD1b (Sieling et al. 1995).

PR\

Nudewn

CON fheavy chan) MHC class B compurtmant or lysosome

Figure 5 : Trafic intracellulaire des molécules CD1 (Barral and Brenner 2007)
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Les molécules CD1 nouvellement synthétisées sont localisées dans le RE ou elles
peuvent rencontrer et fixer des molécules lipidiques cellulaires (Figure 5). Ces
complexes sont ensuite externalisés a la membrane plasmique par la voie sécrétrice.

La présentation antigénique sur les CD1 peut aussi utiliser la voie endocytaire ou les
antigenes lipidiques internalisés peuvent rencontrer via les endosomes des molécules

CD1 recyclées (annexe 1).

1.3.c) Migration

Apres la rencontre avec l'antigéne, sa reconnaissance et son internalisation, les DC
entrent dans un processus de maturation, qui leur permet d’'une part d’appréter les
antigénes et de les présenter, d’autre part de migrer vers les ganglions lymphatiques ou
elles pourront rencontrer les lymphocytes T et enfin d’exprimer un ensemble de
molécules membranaires et sécrétées pour l'activation et la différenciation de ces

lymphocytes.

La premiére étape qui permet aux DC tissulaires de migrer est leur libération de la
matrice extracellulaire. Pour ce faire, les DC expriment un ensemble d’enzymes capables
de dégrader la matrice, les métalloprotéases (MMP-2, MMP-9 entre autre) (Ratzinger et
al. 2002), dont les activités sont régulées par des inhibiteurs, les TIMP (TIMP-1, TIMP-
2). C’est la balance entre I'expression des MMP et des TIMP qui permettra aux DC de

migrer, balance fortement régulée lors de leur maturation (Osman et al. 2002).

Les DC doivent ensuite traverser les endothéliums vasculaires pour passer dans la
lymphe. Ceci implique diverses étapes comme I’adhésion a la matrice tissulaire, puis aux
cellules endothéliales, suivie de la transmigration reverse des DC a travers cette barriére
cellulaire, mécanisme inverse de I'extravasation des leucocytes lors d’une inflammation.
Ces phénomeénes mettent en jeu les intégrines de la famille 1 (VLA4, VLAS) et de la
famille B2 (CD11a, CD11b) (D'Amico et al 1998).

Enfin, les DC sont sensibles aux chimiokines qui contrdlent leur localisation. A I'état

immature, elles expriment des récepteurs pour les chimiokines inflammatoires (CCR1,
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CCR2, CCR5, CXCR1). Aprés induction de maturation, elles changent leur profil en
diminuant ces récepteurs et en exprimant fortement le CCR7 (Sallusto et al 1998). Ce
récepteur, qui est aussi exprimé par les lymphocytes naifs et mémoires, posséde deux
ligands : CCL21 qui est exprimé constitutivement par les cellules endothéliales des
vaisseaux lymphatiques et des HEV (high endothelial veinules) et CCL19 qui est sécrété
par les cellules stromales des zones T et les DC matures des ganglions lymphatiques. Ces
chimiokines attirent les DC CCR7+ dans les ganglions drainants et permettent
I'extravasion des lymphocytes, favorisant ainsi leur rencontre dans les zones T des
ganglions (MartIn-Fontecha et al. 2003) (Figure 6). CCR2 pourrait aussi jouer dans
certains cas (infection a L. major et allergie) un role important pour la localisation des

DC aux zones T des ganglions (Sato et al 2000).
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Figure 6: Organisation d'un ganglion drainant de la peau (Catron et al. 2004)

Il existe divers régulateurs de cette migration des DC, dont les médiateurs lipidiques de
I'inflammation (leucotrienes, prostaglandine E2) qui augmentent I'expression de CCR7
sur les DC (Scandella et al. 2002). En réalité, il semblerait que I'action de ces médiateurs
se situe au niveau de la transduction des signaux de CCR7 (Scandella et al. 2004). Ces
médiateurs jouent également un role au niveau du flux lymphatique en I'augmentant et
favorisant ainsi la migration des DC (Robbiani et al. 2000). Le PAF, quant a lui, aurait

tendance a diminuer ce flux.
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Récemment, il a aussi été démontré qu'une boucle autocrine-paracrine de la molécule
nucléaire HMGB1, suite a I'induction de maturation, était nécessaire a 'augmentation de

CCR7 et CXCR4 a la surface des DC et a la migration de celles-ci (Dumitriu et al. 2007).

Le délai nécessaire a la migration des DC, de la peau vers les ganglions drainants, se
situe dans les 3 premiers jours, apres induction de la maturation (Garg et al. 2003). Mais
il semblerait que ce soit assez rapide, puisque les DC pulmonaires rejoignent les
ganglions bronchiaux dés 6 heures aprés contact avec un agent pathogene (Legge and
Braciale 2003). Une autre étude a montré qu'’il leur fallait 18 heures pour amener les

antigénes du site d’injection sous-cutané vers les ganglions (Itano et al. 2003).

1.3.d) Activation lymphocytaire

o) Parametres de 'activation des LT

Les DC, une fois dans les ganglions, rejoignent les zones T paracorticales ou elles passent
au crible le répertoire lymphocytaire. Pour cela, grace a leurs longs prolongements
cytoplasmiques, elles rentrent en interaction avec de multiples LT, jusque plus de 500
par heure, jusqu’a rencontrer le bon clone (Bousso and Robey 2003). I a été montré, par
des études dynamiques en microscopie photonique, que les interactions courtes qui ont
lieu dans les premiéres heures de la maturation des DC deviennent beaucoup plus
longues apres 10h de maturation, permettant ainsi un meilleur échange de signaux. Ces
interactions redeviennent courtes par la suite (aprés 20h) (Hugues et al 2004;
Lindquist et al 2004). Ces données concordent avec le fait que les DC migrent
rapidement vers les ganglions aprés induction de maturation.

Pour promouvoir ces interactions, les DC sécrétent des chimiokines attractives des LT
naifs et différenciés/mémoires (CCL19, CCL21, CCL3, CCL4, Mig...cf § 1.4.e)). CCL3 et
CCL4 ont d’ailleurs été décrites comme indispensables pour permettre I'activation des

LT CD8+ les attirant vers le site des interactions DC-CD4 (Castellino et al 2006).

25



Introduction

L’activation lymphocytaire est un phénoméne finement régulé dont l'efficacité est
entierement dépendante de 1'état de maturation des DC. L’environnement
inflammatoire, les signaux pathogenes, le type d’antigene a présenter vont influer sur le
profil des DC. Bien plus que présenter a leur surface les antigenes apprétés, elles doivent
exprimer les molécules de costimulation des lymphocytes (CD80, CD86...) qui vont
amplifier le signal du TCR. Elles sécrétent aussi des cytokines qui activeront la
prolifération ou induiront la différenciation des lymphocytes naifs en cellules Thl
(IL12p70, IL18, IL23) ou Th2 (IL4) ou Treg (IL10) pour les CD4+, ou en CTL pour les
CD8+ (cf § .4.e)). 1l a d’ailleurs été montré que le maximum de sécrétion de I'IL12 se
situe entre 10 et 18h apres induction de maturation, ce qui correspond a l'intervalle de
temps ou les DC sont dans les ganglions et interagissent fortement avec les LT
(Langenkamp et al. 2000).

Bien qu'il existe des motifs pathogenes pro-Thl et d’autres « pro-Th2 » (cf § 1.4.a)), il
semblerait que la différenciation des LT CD4 en Th1 soit bien plus liée a 'activation des
TLR que 'on ne pensait auparavant (Lee and Iwasaki 2007). En effet, 'activation des
TLR conduit a la sécrétion des cytokines IL12 et IL18, et des souris déficientes en
I'adaptateur MyD88 sont sévérement compromises dans l'induction de réponses Th1l
(Sato and Iwasaki 2004). En fait, 'effet des TLR sur la différenciation des Thl
proviendrait de la levée d’inhibition des Treg sur les CD4 naifs, qui dépend de la voie
MyD88, voie aussi importante dans la génération de réponses mémoires (Pasare and
Medzhitov 2004).

La différenciation des LT CD4+ est un phénoméne complexe qui n'implique pas
seulement les conditions et I'état de maturation des DC, mais est aussi trés dépendant de
leur cinétique d’activation, et ainsi de leur vitesse de migration. Des DC en début de
maturation seraient plutét pro-Thl (Camporeale et al 2003), et plus sensibles a des
signaux supplémentaires délivrés dans les ganglions (par les LT CD4+ eux-méme)
(Kalady et al. 2004), alors que dans un état de maturation plus tardif, elles sont plutét
pro-Th2 (Langenkamp et al 2000), voire méme « exhausted » et réfractaires a des
signaux sub-séquents (Spisek et al. 2003). L’efficacité stimulatrice des DC réside dans la
nature, le nombre et le « timing » des signaux de maturation, ce qui ajoute encore a leur
complexité et leur flexibilité.

Nous verrons dans le chapitre I1.1) que les signaux secondaires de maturation, délivrés

dans les ganglions, sont nécessaires pour certaines réponses immunes mais pas pour
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d’autres. En particulier, il semblerait qu’ils soient essentiels lors de réponses
cytotoxiques prolongées ou chroniques ou bien lors de la création d’'une mémoire

immunitaire.

D’autres molécules, autres que les cytokines, semblent importantes pour la
différenciation des LT CD4+ en Thl ou Th2: ce sont les Notch-ligands. Nous en
discuterons au chapitre II.

Les molécules de costimulation CD80 et CD86 n’ont pas non plus le méme potentiel en
terme d’activation des LT via CD28 puisque CD86 semble plus impliqué dans les

réactions allergiques et réponses de type 2 (Kuchroo et al. 1995; Chen et al. 2006).

B) La synapse immunologique

L’activation des LT par les DC, aprés reconnaissance de I'antigéne par le TCR, nécessite
la formation d’'une synapse immunologique, c’est-a-dire d'une zone de concentration
moléculaire ou SMAC (supramolecular activation cluster) qui stabilise l'association
cellulaire et permet I'échange de signaux (Dustin et al. 1998; Monks et al. 1998). Ceci
nécessite l'intervention de nombreuses molécules dont les intégrines : ICAM-1 (CD54)
qui lie LFA-1 (CD11a/CD18) et permet la formation d’'un anneau de jonction, le SMAC
périphérique ; ensuite LFA-3 (CD58) qui lie CD2, le tout entouré d'un complexe de
sialoglycoprotéines (CD43, CD44, CD45) formant le SMAC distal (Figure 7).

Le SMAC central quant a lui est constitué de nombreux complexes TCR-CMH-peptide
rassemblés grace aux mouvements des rafts lipidiques. Il contient également les
molécules de costimulation (CD80/86 - CD28) qui participent au recrutement de ces
rafts (Viola et al. 1999). LFA-1 joue un réle trés important dans le rassemblement des
TCR au SMAC central, ainsi que dans la réorganisation du cytosquelette lymphocytaire
(taline) du SMAC périphérique et I'exclusion de la synapse de la phosphatase CD45 (Graf
etal. 2007).

Cette maturation de la synapse immunologique, par formation des SMAC, permet

I'engagement simultané de plus de 50 TCR.
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Figure 7 : Synapse immunologique et SMAC (Huppa and Davis 2003)

Il existe d’autres types de synapses, dont les synapses sécrétrices qui se mettent en place
lors de contacts CTL-cible (ou Thelper-LB) (Friedl et al 2005). Dans ce cas, une faible
densité de complexes CMH-peptide a la surface de la cible suffit a induire la formation de
la synapse, le SMAC central étant divisé en 2 parties dont I'une contient les complexes
TCR-CMH et l'autre correspond au réseau de microtubules et aux vésicules sécrétrices.
LFA-1 estici aussi essentiel puisqu’il permet, avec le TCR, la polarisation des LT et la co-
localisation des vésicules cytolytiques au SMAC central (Anikeeva et al 2005). Ces
vésicules peuvent contenir des molécules cytotoxiques (granzyme B...) dans le cas de
CTL ou des cytokines (IL2, IL4, IL5, IFNgamma) dans le cas de LT helper. Ce type de
synapse a une vitesse de formation tres élevée, de l'ordre de quelques minutes,
contrairement aux synapses classiques stables (DC-LT) qui nécessitent plusieurs heures

de contact pour étre efficaces.

L’activation du TCR entraine une cascade de signalisation aboutissant a I'expression de
molécules nouvelles, dont CD40L qui peut réciproquement agir sur les DC. La liaison du
TCR avec les complexes CMH-peptides active un transport, par tubulation, des CMH II a
la surface des DC maximisant les chances de stimulation des LT (Boes et al. 2002).

Le deuxieme signal d’activation des LT provient des molécules de costimulation (cf §
1.4.d)), dont les plus importantes CD80 et CD86 agissent sur le CD28 pour amplifier le

signal du TCR. L’activation de récepteurs comme ICOS a le méme effet. Il semblerait que
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d’autres récepteurs comme CD87 ou CD98 pourraient jouer un réle costimulateur
(Woodhead et al. 2000). CD148 (tyrosine phosphatase), quant a lui, est exclu de la
synapse et pourrait étre impliqué dans la régulation négative des signaux TCR prolongés
(Lin and Weiss 2003), action permise apres le désengagement des DC avec les LT. CD45
posséde des propriétés mixtes, activatrices ou inhibitrices selon sa position dans la
synapse (Johnson et al. 2000).

L’activation d’autres récepteurs, comme PD-1 ou CTLA-4, résulte aussi en une inhibition
des LT et s’avere étre un moyen de régulation de la réponse immune (cf § 11.3)), CTLA-4
n’étant exprimé a la surface des LT qu’aprés leur activation par I'antigene (Egen and

Allison 2002).

) Activation des LB

L’activation des cellules B est induite par la reconnaissance de I'antigene par le BCR, qui
induit d’'une part la capture de I'antigéne et son guidage vers les compartiments MIIC
pour une présentation des peptides aux cellules T, et d’autre part une cascade de
signalisation aboutissant a leur prolifération et leur différentiation en plasmocytes
(Lanzavecchia 1985). Les LB sont sensibles aux antigenes solubles, qui peuvent aussi se
retrouver liés a la membrane des DC sous forme d'immunocomplexes (molécules du
complément ou anticorps). La présentation des antigenes 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).

L’activation des LB en plasmocytes s’accompagne d’'une commutation isotypique des
anticorps sécrétés, avec une spécificité déterminée par la nature de 'antigéne. Les DC
jouent un role important dans cette activation, non seulement par la présentation
d’antigenes opsonisés, mais parce qu’elles sont a 'origine de la différenciation Th2 des
LT helpers qui apportent aux LB des signaux complémentaires (CD40L, ILZ2, IL10). Elles
sont également a I'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, IFNo/B) (Jego etal. 2003).
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8) Activation des cellules NK

Les cellules NK appartiennent a la premiére ligne de défense contre les infections
bactériennes ou virales ou les invasions tumorales. Elles expriment le CD16 (FcyRIIIA)
qui leur permet de lyser des cibles opsonisées par des IgG (par ADCC), certains TLR qui
leur permettent de reconnaitre des motifs pathogenes, ainsi que des récepteurs
invariants (NKG2D, NKG2A...) qui détectent des signaux de danger libérés par des
cellules endommagées. Ces récepteurs détectent aussi la présence ou I'absence de CMH I
sur ces cellules. Ces récepteurs, selon leur motif cytoplasmique, peuvent induire un
signal soit activateur aboutissant a la libération de molécules cytotoxiques, soit
inhibiteur comme KIR qui bloque la cytotoxicité (Fassett et al. 2001). C’est la balance de
ces signaux qui déterminera I'activité des NK.

Il semblerait que ces récepteurs se « clusterisent »pour étre efficaces, formant des
synapses NK-cellules cibles cytolytiques ou pas. Le mouvement des rafts lipidiques,
permettant la colocalisation des molécules d’adhésion, de costimulation, de
signalisation, est essentiel pour I'activation de la cytotoxicité. De méme, I'activation de
KIR est efficace au lieu d’accolement des membranes ou récepteurs inhibiteurs et CMH I

se colocalisent (Davis et al. 1999; Eriksson et al. 1999).

Les DC, lors d’infections bactériennes ou virales, peuvent activer les cellules NK de
maniére accessoire (activité DAK) par la sécrétion de diverses cytokines (dont celles de
la famille de I'IL12) qui favorise leur production d’'IFNy (cf §.1.4.e)) (Gerosa et al. 2002;
Beadling and Slifka 2006) (Figure 8). Le contact DC-NK est aussi essentiel, méme si les
signaux membranaires mis en jeu sont encore mal définis (CD48, CD70... ?). Ainsi, une
synapse activatrice DC-NK existe et est d’ailleurs essentielle pour la sécrétion ciblée
d’'IL12 (Borg et al. 2004) . L'IL2 sécrétée par les DC joue également un réle, du moins
chez la souris, dans I'activation des NK et dans leur fonction cytotoxique (Granucci et al.

2004), ainsi que les IFN de type 1.
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Figure 8 : Activation classique (a) et par cellule accessoire (b) des cellules NK (Newman and Riley
2007)

Les DC peuvent aussi activer les cellules NKT par leur capacité a présenter des antigénes
lipidiques sur les molécules CD1d. Ces cellules qui possédent un TCR invariant (Vo14i
ou Vo24i) et qui, aprés activation, expriment le CD40L et sécrétent diverses cytokines
(IL4, IFNy, IL2, TNF, IL13...), sont impliquées dans différentes réponses immunes en
apportant une aide aussi bien aux LB, aux LT CD8+, qu’aux DC. Etant donné leur grand
nombre (1% des LT dans la rate et la moelle osseuse) ainsi que leur rapidité d’action
(sans expansion clonale), elles peuvent étre d’'une aide précieuse pour supplanter les LT

CD4+ « helper » spécifiques quand ceux-ci sont en nombre insuffisant.
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1.4) Caractérisation - description phénotypique

1.4.a) Récepteurs du « non-soi »

Pour leur permettre de détecter une intrusion de pathogene, une inflammation ou une
altération du « soi », les DC expriment différents récepteurs a leur surface ou dans le
cytosol, dont les récepteurs aux cytokines inflammatoires et les PRR (Pattern
Recognition Receptor), récepteurs qui leur permettent de reconnaitre des motifs

caractéristiques des pathogenes (les PAMP).

o) Récepteurs de signalisation : TLR, RLR et NLR

Parmi les PRR, les plus étudiés sont les TLR (Toll-like receptor, molécules
héritées de notre lointain ancétre Caenorhabditis elegans). lls permettent la
reconnaissance aussi bien des bactéries, des virus que des champignons ou des
protozoaires (parasites unicellulaires, vers...). Il en existe a ce jour 13 chez les
mammiferes, 10 sont exprimés par les DC humaines, et chacun a sa propre spécificité
(Table 2). Par exemple, Le TLR4 est spécifique du LPS, molécule composante de la paroi
des bactéries Gram-négatives. Quant au TLR2, il reconnait plus spécifiquement I'acide
lipoteichoique de la paroi des bactéries Gram-positives. La plupart des TLR est située
sur la membrane plasmique des phagocytes mais certains sont intracellulaires, localisés
au niveau de vésicules. Ces derniers sont surtout destinés a reconnaitre des molécules
virales, tel que I’ARN simple brin viral ciblé par le TLR3, et sont a I'origine de la sécrétion

des interférons de type I.

32



Introduction

Microbial Components Spocies TLR Usags

Bactena

LPS Gram-npegatwe bactona TLR4
Oiacyl Ipopeptices Mycopiasma TLR&TLAR2
Triacyl dpopeptides Bactara and mycobacteria TLR1/TLR2
LTA Group B Stroptococcus TLR&/TLA2
PG Gram-pos#ive bactera TLR2
Poring Nessona TR2
Lipoarabinomannan Mycobactona TLR2
Flagetin Flagellated bacteria TLRS
CpG-DNA Bactena and mycobacteria T.R9

ND Uropathoganic bactara TLR11
Fungus

Phospholipomannan Candida abicans TLR2
Marnan Canadida albicans TLR4
Glucurenoxylamannan Cryplococcus neaformans TLR2 and TLA4
Parasits

1GPImutin Trypanosoma TLR2
Giyconositolphospholipids Trypanosoma TLR4
Hemozom Hasmodium TR
Froflin-He molacule Toxopiasma gona( TLR1
Viruses

CNA Viruses TLR9
dsANA Viruses. RS
s5ANA ANA wruses TLR7 and TLR&
Envelopo protoins ASV, MMTV TLR4
Hemagghutini protesn Measies vins TLR2

ND HOMV, HSV1 TLR2

Hos!

Haat-shock proten 60, 70 TLR4
Fibmogan TLRe

ND = not dotermined. Sea 1axt for reforonces

Table 2 : Reconnaissance des pathogénes par les différents TLR (Akira et al. 2006)

La caractéristique structurale des TLR est de posséder dans leur domaine extracellulaire
des répétitions riches en leucine pour la reconnaissance et la liaison des molécules
pathogénes et dans leur domaine intracellulaire un motif TIR liant différents
adaptateurs et induisant la signalisation.

La stimulation des TLR conduit, par lintermédiaire de I'adaptateur MyD88
majoritairement, a l'activation de NFKB et ainsi a la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme I'IL1beta, I'IL6, le TNFalpha ou I'IL12. La deuxieme grande voie

de signalisation implique la molécule TRIF, qui se lie aux TLR3 et 4 et induit la sécrétion
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d’IFNbeta (Kawai and Akira 2006). D’autres adaptateurs comme TIRAP, TRAM ou SARM
ont été identifiés mais semblent secondaires, ou plutdét associés a TRIF ou MyD88

(Figure 9).

)

SARM

Figure 9 : Les TLR et leurs adaptateurs (Kaisho and Akira 2004)

Les TLR induisent préférentiellement des réponses de type Th1 mais n’ont pas tous la
méme équivalence en terme de production d’IL12 (Figure 10). Ainsi, le TLR2, qui forme
souvent des hétérodimeres avec TLR1 ou TLR6, favorise plutdt des réponses Th2 par
induction de peu d’IL12 et de grandes quantités d’IL10 alors que TLR3 ou 4 induisent de
fortes productions d'IL12p70 .
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Figure 10 : Influence des TLR sur l'orientation de la réponse adaptative (Pulendran B. and Ahmed

R, 2006)

Les cellules dendritiques en immunothérapie anti-tumorale : caractérisation et maturation

34



Introduction

L’expression des TLR est aussi dépendante du type de DC considéré. Ainsi, les DC
plasmacytoides expriment préférentiellement les TLR 1, 6, 7 et 9 alors que les DC

d’origine myéloide expriment un panel beaucoup plus large.

Il existe une coopération entre les TLR. Partant du fait qu'un méme pathogéne peut
exprimer différents PAMP, il pourra étre reconnu par plusieurs TLR dont l'activation
synergique aura un effet amplifiant sur la sécrétion de cytokines et I'expression de
certaines molécules. C’est le cas des TLR3 et 4 qui peuvent coopérer avec les TLR 7/8 et
9 pour augmenter la sécrétion d'IL12 et d’IL23 ainsi que le ratio de Notch-ligands Delta-
4 /Jagged-1, favorisant de maniére plus forte des réponses de type Th1 (Napolitani et a/.
2005). Il a d’ailleurs été montré que cette sécrétion d’IL12 induite par les TLR était tres
dépendante de celle des IFN de type I, par le biais d’'une boucle autocrine-paracrine

(Gautier etal 2005).

L’expression des TLR par les DC n’est pas un phénomeéne constant puisque, sous
certaines conditions, elles sont capables de réguler leur pattern d’expression. Ainsi le
LPS et le polyIC induisent une augmentation d’expression du TLR2, sur les cellules de la
lignée monocytes-macrophages et les DC de souris (Flo et al. 2001; Nilsen et al. 2004),
alors que le TLR4, entre autre, aurait tendance a diminuer d’expression pendant la

maturation.

Bien qu’associée a la maturation des DC et, de ce fait, a une diminution de leurs capacités
phagocytaires, la stimulation des TLR joue néanmoins un role dans la capture des
antigenes en induisant, de maniere trés rapide, une mobilisation des filaments d’actine

(West et al. 2004).

Les TLR 3, 7/8 et 9 sont spécialisés dans la reconnaissance des acides nucléiques
viraux mais sont localisés a lintérieur d’endosomes, ce qui présuppose une
internalisation préalable du pathogéne. Il a été découvert chez la souris une voie de
reconnaissance cytoplasmique de ’ARN double brin, indépendante du TLR3, par le biais
des RLR (RIG-1-like receptor) : RIG-1, MDA-5 (RNA helicases) et PKR dont I'activation

aboutit a la sécrétion aussi bien des cytokines inflammatoires que des IFN I (Yoneyama
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et al. 2004; Kato et al. 2005) . L’ADN viral possede aussi un récepteur cytoplasmique
encore inconnu (Ishii et al 2006).

Ainsi, la sécrétion des IFN de type I suite a une infection virale (ARN double brin entre
autre) est induite par deux familles de récepteurs mais dépend du type de DC considéré :
RIG-1 pour les DC conventionnelles et les TLR pour les DC plasmacytoides (Kato et al.
2005).

Un autre groupe de récepteurs impliqués dans la reconnaissance des pathogénes
est représenté par les NLR (NOD-like receptor). Ceux-ci sont spécialisés dans la
reconnaissance cytoplasmique de motifs bactériens ou de molécules de danger
endogénes. Nod-1 et Nod-2, qui reconnaissent spécifiquement des murapeptides
(dérivés des peptidoglycanes bactériens) (Girardin et al. 2003) activent NFkB alors que
d’autres NLR comme les NALP activent la caspase-1, aboutissant ainsi aux formes actives

deI'lL1beta et I'IL18 (Figure 11).

Sensor Signal Response Adaptor
. i Cytokines,
Bacteria chemokines,
\éaruses i —»  anti-viral proteins,
we pro-IL-1, pro-IL-18
Protozoa

e EEEEN
Flagellin: Ipaf
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Anthrax: Nalp1b
Bacterial RNA and texins (+ATP), uric acid: NALP3

IRFs
" . Anti-viral ey |
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MAPKs

Picornavirus: MDAS
NDV, VSV, SV, influenza,

paramyxoviruses: RIG-|
TRENDS o dmmunoligy

Figure 11 : Différents PRR et leur signalisation (Creagh and O'Neill 2006)

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. En effet, les TLR, comme
Nod1l et Nod2, induisent la production des pro-ILlbeta et pro-IL18. Ces « pro-

cytokines » nécessitent l'intervention de la caspase-1 pour devenir actives. La caspase-1
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est activée apres formation de l'inflammasome, multicomplexe protéique qui inclue
entre autre les NALP. Les TLR jouent un réle dans l'expression des molécules de
I'inflammasome alors que les NALP permettent son assemblage.

Il a aussi été décrit une synergie entre les Nod-ligands et les TLR-ligands: les
murapeptides amplifient les effets du LPS en augmentant la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires et en favorisant la maturation des DC (Fritz et al. 2005). IlIs ont aussi un
effet positif sur la sécrétion d’IL12p70, orientant les réponses lymphocytaires T vers le

type Th1 (Tada et al 2005).

B) Récepteurs d’endocytose

Les DC reconnaissent les pathogénes par divers récepteurs, dont certains (cf ci-dessus)
sont purement signalétiques et activent le programme de maturation, et d’autres
permettent la phagocytose des antigenes. Parmi ces derniers, se trouvent les CLR (C-
type lectin receptor), d’autres « scavenger receptors » et les récepteurs aux fragments Fc

des anticorps et au complément.

Le terme CLR regroupe un ensemble de récepteurs capables de reconnaitre des
motifs glycosylés des antigenes, qu'ils soient du « soi» ou exogenes. Ils permettent
I'internalisation des antigenes pour qu'ils soient dégradés dans les lysosomes afin d’étre
ensuite présentés a la surface des CPA. L’activation des CLR pourra résulter soit en
tolérance, soit en activation du systéme immunitaire, selon le contexte de danger ou pas.
On peut subdiviser les CLR en quatre groupes : les récepteurs transmembranaires de
type I de la famille des « macrophage mannose receptor » (MMR), les récepteurs de type
II comme DC-SIGN ou la Langerine (marqueur spécifique des cellules de Langerhans),
les collectines qui sont des molécules solubles et les récepteurs de la famille des « NK

receptors » (Table 3).
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Group and
molecular
structurg® C-type lectin Pathogen Ligand specificity
MMR family MMR HIV, Pneumocystis, Mycobacterium tubercwosis, C. albicans  Mannose, fucase, sLe™®
DEC-205 Unknown Unknown
—m’\) Endo-180 Unknown Collagen, mannose, fuccse, GlcNAc
Collectins MBL HIV, 1AV, Staphylococous aureus, Stri Cous p GlcNAc, ManNAc, fucose, gluccse
C albicans, Aspergillus fumigatus
SP-A |AV, RSV, HSV-1, S aweus, S. pneumoniae, A fumigatus ManNAc, fucose, glucesa, GleNAc
SP-D 1AV, RSV, M. tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, Maltose, manncse, glucase, lactess,
A. fumigatus, C. albicans galactose, GlcNAc
Type Il receptors DC-SIGN HIV, HCV, CMV, Dengue, H. pylori, M. tubercilosis, Mannan, Le* Le® LeY, Lea®, SLe?,
S. mansoni, C. albicans, A. fumigatus, Leishmania ManLam
Sl L-SIGN HIV, HCV, S. mansoni Mannan, Le?, LeY, Le®
Caas DCIR Unknown Unknown
Langerin Unknown Manncse, GlcNAc, fucosa, 6SLe*
DCAL-1 Unknaown Unknown
BDCA-2 Unknown Unknown
NK receptors B-GR (Dectin-1)  Pneumocystis, C. albicans B-Glucan
CLEC-1 Unknown Unknown
CLEC-2 Unknown Unknown

&

Table 3 : Récepteurs de la famille des lectines de type C (Cambi et al 2005)

La particularité structurale des CLR est de posséder au moins un CRD (carbohydrate
recognition domain) a méme de reconnaitre des sucres particuliers sur les antigenes, et
ceci de maniére calcium dépendante. Les récepteurs de type Il possédent un CRD, ceux
de type I en possédent plusieurs (8 pour le MR) (Figure 12). Les CLR reconnaissent en
majorité des résidus mannose, fucose et galactose mais leur spécificité vient de
I'agencement de ces résidus sur les protéines. Par exemple DC-SIGN (CD209) reconnait
des complexes di-mannoses en position latérale ou terminale alors que le MR (mannose
receptor ou CD206) reconnait des mannoses simples en position terminale (Frison et al.
2003). DC-SIGN est aussi capable de reconnaitre des résidus fucose sur les antigénes de
groupe sanguin Lewis (Appelmelk et a/ 2003). La multimérisation du récepteur est
aussi un phénomeéne important qui joue sur son affinité et sa spécificité. Ainsi, MR ou
MGL-1 forment des trimeres alors que DC-SIGN se complexe en tétrameéres (Mitchell et
al.2001).

Il existe des récepteurs que l'on dit « lectin-like », dont le domaine de reconnaissance
antigénique ressemble beaucoup aux CRD, mais qui fonctionne de maniere calcium
indépendante (ou du moins dont la dépendance n’a jamais été montré) et qui peuvent

reconnaitre des structures protéiques et lipides.
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Figure 12 : Deux grandes familles de récepteurs type lectines C : a un ou plusieurs CRD (Hartgers
etal.2000)

La plupart des CLR intervient dans 'endocytose des antigenes et posseéde de ce fait un
motif spécifique d’internalisation : un motif di-leucine, un complexe tri-acide ou un motif
tyrosine qui cible les vésicules a clathrine (Figure 10). Un complexe tri-acide est
retrouvé sur DEC-205, DC-SIGN, CLEC-1, Dectin-1 ou BDCA-2 et conduit les antigénes
internalisés vers les lysosomes et endosomes tardifs (exprimant le CMH II) (Mahnke et
al. 2000). Le MR, quant a lui, cible plutot les endosomes précoces, ce qui lui permet
d’étre rapidement recyclé a la membrane et d’assurer une capture antigénique plus
importante (Sallusto et al. 1995).

La Langerine est une lectine exclusivement exprimée par les cellules de Langerhans et
participe a la formation de leurs organites spécifiques, les granules de Birbeck

(Valladeau et al. 2000).
Les collectines (ou « collagénes de défense ») sont des récepteurs solubles que I'on

retrouve a la lumiére des cellules épithéliales pulmonaires (SP-A, SP-D) ou dans le

plasma (MBP) et qui, aprés fixation de leur ligand, ciblent leurs récepteurs cellulaires
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spécifiques et permettent ainsi d’augmenter la phagocytose des antigenes (Kawasaki et

al.1983).

Les CLR, en reconnaissant les protéines du soi, participent au controle homéostatique du
systeme immunitaire en supprimant les réactions auto-immunes. La reconnaissance de
ces mémes auto-antigenes dans une situation de stress, ou la reconnaissance de motifs
pathogénes, conduit a l'activation de réponses immunes. Le role des TLR étant de
détecter une situation de danger, il existe une réelle coopération entre TLR et CLR et
cette balance de signaux déterminera l'issue de la réponse.

Certains pathogénes utilisent d’ailleurs les CLR pour échapper au systeme 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 récepteurs étaient
responsables de la dissémination de certaines infections : c’est le cas du HIV qui cible
DC-SIGN et infecte les DC dans le but d’étre transporté jusqu’aux ganglions lymphatiques

ou il pourra se transmettre aux cellules T (Geijtenbeek et al. 2000b).

Enfin, DC-SIGN permet de stabiliser les interactions DC-LT au niveau des synapses
immunologiques par liaison a ICAM-3, intégrine de la surface des LT assurant un
engagement complet du TCR (Geijtenbeek et al. 2000c). 1l lie aussi une autre intégrine
de la surface endothéliale (ICAM-2), ce qui favorise la migration des DC (Geijtenbeek et

al.2000a).

Certaines lectines sont aussi des immunorécepteurs et permettent la transmission de
signaux, soit activateurs, soit inhibiteurs, a la maniére des récepteurs NK. Parmi les
lectines de type C (ou «lectin-like »), on trouve deux grandes familles d’immuno-
récepteurs: la famille de Dectin-1 (CLEC-1, -2, MICL, LOX-1) et la famille de DCIR (DCAR,
BDCA-2, Dectin-2, MCL, Mincle), qui se différencient par leur position génique,
néanmoins toutes deux proches des génes codant pour les récepteurs NK (chromosome
12). Ce sont tous des récepteurs de type Il possédant un CRD mais qui different par leur
mode de signalisation. DCIR, récepteur inhibiteur, posséde un domaine ITIM dans sa
partie cytoplasmique (Bates et al. 1999). Dectin-1 posséde lui un ITAM alors que DCAR
(chez la souris) forme un complexe avec l'adaptateur activateur de FcRgamma

(Kanazawa et al. 2003).
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LOX-1 est un récepteur « lectin-like » mais est aussi classé dans les récepteurs
« scavenger » (récepteurs « d’épuration »). Comme les autres récepteurs scavenger (SR),
sa fonction premiére est de lier et phagocyter des structures polyanioniques, comme des
LDL oxidés. IIs participent ainsi a 'homéostasie lipidique.
Leur role a cependant été étendu et ils ont été impliqués dans I'immunité innée. LOX-1
est capable de lier des cellules apoptotiques ou agées, il détecte des composants
bactériens (il coopére avec TLR2) et est impliqué dans la reconnaissance d’antigénes
complexés par les HSP, ce qui favorise leur présentation croisée aux lymphocytes CD8
(Delneste et al. 2002).
Parmi les autres récepteurs « scavenger » exprimés par les DC, on peut citer le CD36 (SR
de classe B), qui est aussi impliqué dans la reconnaissance des cellules apoptotiques
(Albert et al 1998). Les SR de classe A, quant a eux, seraient capables (chez les
macrophages de souris) de reconnaitre aussi bien des motifs bactériens, que certaines

molécules de stress (Gp96 ou la calréticuline) (Peiser et al. 2000; Berwin et al. 2003).

Une voie relativement importante de I'immunité innée est la voie humorale,
représentée par les anticorps et les molécules du complément qui peuvent opsoniser les
antigénes en complexes immuns (Figure 13). Ces complexes ciblent des récepteurs
spécifiques des DC, dont les principaux sont CR3 (CD11b), CR4 (CD1lc) et les
récepteurs des fragments Fc gamma (entre autre), ce qui facilite la phagocytose des
antigénes. Le récepteur principal au C1q, formé de la calréticuline et du CD91, permet la

phagocytose de cellules apoptotiques (Ogden et al. 2001).
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Figure 13 : Récepteurs au complément et aux fragments Fc des Anticorps (Bajtay et al. 2006)

Il semblerait ainsi que, de la méme maniere que les complexes endogénes peptides-Hsp
(cf ci-aprés) sont internalisés par des récepteurs spécifiques et sont orientés vers la
présentation croisée, les antigénes, bactéries et cellules apoptotiques peuvent étre
opsonisés par les molécules du complément, les anticorps ou encore les collectines afin

de faciliter leur capture et d’assurer leur présentation au CMH L.

1.4.b) Récepteurs de danger

La notion de signal de danger capté par le systétme immunitaire fut émise en 1994,
postulant que celui-ci était capable de détecter bien plus que des molécules étrangeres,
mais aussi tous dommages cellulaires ou tissulaires (Matzinger 1994). Toute substance
libérée par une cellule en état de stress ou en train de mourir est susceptible de moduler

le profil des APC.

Diverses molécules, libérées sur le lieu d’'une infection ou d’'un dommage tissulaire,
peuvent induire une maturation des DC. C’est le cas de la bradykinine, libérée par le
tissu 1ésé et connue pour son role vasodilatateur, son effet sur la perméabilité vasculaire

et son role dans les sensations de douleur. Elle agit sur des récepteurs spécifiques (B2R
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entre autre) et incite les DC a produire de I'IL12, orientant ainsi les réponses vers le type
1 (Aliberti et al. 2003).

Certaines molécules endogénes, comme I'ATP ou I'UTP, normalement cytosoliques,
peuvent étre libérées dans des conditions de stress, d’hypoxie ou d’inflammation et
activer les DC via les récepteurs purinergiques (P2Z/P2X7), en conjonction avec le TNFa

(Schnurr et al. 2000).

Les DC sont aussi capables de détecter les molécules de choc thermique (Hsp), produites
par des cellules soumises a un stress (cellules tumorales, nécrotiques ou infectées)
(Basu et al. 2000). Ces Hsp sont normalement intracellulaires et servent de chaperonnes
pour les protéines mais sont libérées en cas de 1ésion membranaire (sous forme de
complexes Hsp-peptides). Elles peuvent aussi étre transloquées a la membrane
cellulaire sous un stress infectieux (Belles et al. 1999).

Parmi les récepteurs scavenger, nous avons vu LOX-1 qui est sans doute le principal
senseur de ces complexes. Les SR de classe A aussi seraient impliqués dans la
reconnaissance de GP96 ou la calréticuline (Berwin et al. 2003). CD91 a été identifié
comme étant majeur chez les macrophages mais est peu exprimé par les DC (Binder et
al. 2000). CD40 serait capable de lier les Hsp70 bactériennes (Wang et al. 2001), ainsi
que des complexes Hsp-peptides et de les internaliser (Becker et al. 2002). Les TLR2 et 4
ont été impliqués dans la reconnaissance des Hsp et la transmission de signaux pour la
synthése de cytokines inflammatoires (Asea et al 2002). Hsp70 pourrait aussi étre

reconnue par le CCR5 (Floto et al. 2006).

Parmi les signaux de danger libérés par des cellules 1ésées, I'acide urique a été incriminé,
induisant la maturation des DC et la «cross-présentation » d’antigénes aux cellules
CD8+ (Shi et al. 2003). Le VIP (vasoactive intestinal peptide), un neuromédiateur qui
peut étre libéré en cas de dommage tissulaire, peut aussi activer les DC (Delneste et al.

1999).

Les DC sont aussi sensibles a des signaux de danger inductibles. C'est le cas des
cytokines produites précocement a la suite d'une infection, et qui peuvent agir de
maniére autocrine ou paracrine. Les DC expriment des récepteurs pour les cytokines

inflammatoires, comme le TNFalpha ou I'lL1beta, ou encore pour les IFN de type I et de
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type II. Le TNFalpha et I'IL1beta peuvent étre produits par les tissus 1ésés ou par les DC
elles-mémes, induites en maturation, et sont considérés comme des signaux de danger
primaires et de « feedback » positif. Les IFN de type I, produits en grande quantité lors
d’une infection virale, peuvent activer les DC au repos ou agir en synergie avec le
TNFalpha pour parfaire leur propre maturation (Luft et al. 1998).

Les DC sont sensibles a 'l[FNgamma, produit par les macrophages activés, les cellules NK
ou encore les lymphocytes T activés. Elles expriment le récepteur, constitué de deux
chalnes. La chaine alpha est continuellement recyclée et est impliquée dans la
signalisation du récepteur. La chalne beta 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'lFNgamma dans leurs états précoces de maturation.

Les DC expriment aussi le CD40, qui est fortement augmenté lors de la maturation. Son
ligand, le CD40L (ou CD154) est exprimé par les cellules T activées et peut avoir un role
essentiel en tant que signal secondaire de maturation, dans les ganglions lymphatiques,
conduisant les DC a une maturation complete, efficace et ciblée (Th1) (voir § 1.4.d)). I
peut également étre exprimé par les plaquettes, activées lors d’'une blessure, et est de ce

fait un initiateur précoce de la maturation des DC (Martinson et al. 2004).

Les cellules soumises a un stress métabolique sécretent des intermédiaires réactifs
oxygénés qui peuvent activer les DC (Rutault et al. 1999). Des molécules constitutives
modifiées par le stress peuvent aussi agir sur les DC. C’est le cas des produits de
dégradation de '’héparane sulfate (composant de la matrice extracellulaire) qui ciblent
les TLR (Kodaira et al. 2000) ou des fragments de hyaluronane qui fixent le CD44 et
activent les DC (Termeer et al. 2000).

L4.c) Molécules de présentation antigénique

Les DC sont capables de présenter des peptides antigéniques associés aux molécules du
CMH de classe I ou II et également des antigénes lipidiques sur les molécules CD1. Ces

voies de présentation ont été détaillées au chapitre 1.3.b). Ceci leur confere une aptitude
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a activer un ensemble de populations lymphocytaires : de type T CD4 ou CD8, de type
NKT. Par les récepteurs au complément et aux immunoglobulines, elles peuvent

« présenter » des antigénes opsonisés aux LB.

Elles sont aussi capables de transférer leurs antigenes dans les ganglions et d’activer
d’autres CPA (DC interstitielles, lymphocytes B) (Allan et al 2006) par divers
mécanismes encore mal définis: par le biais d’exosomes, particules vésiculaires
exprimant des molécules de costimulation et autres récepteurs (Thery et al. 2002), par

leur propre apoptose, pouvant ainsi étre phagocytées (Inaba et al. 1998).

1.4.d) Molécules de costimulation

Outre l'activation du TCR par les complexes CMH-peptides, les LT nécessitent
I'intervention d’autres signaux qui vont moduler les effets du TCR. Ces signaux, les
molécules de co-stimulation, jouent un role essentiel puisqu’ils régulent les réponses
immunes, en positif ou en négatif, induisant soit tolérance, soit immunité. Cette
régulation fait intervenir un ensemble complexe de récepteurs et ligands, dont
I'expression sur les LT et DC varie en fonction du contexte (Hochweller and Anderton

2005) (Figure 14).
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Adhesion Molecules
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Other Mediators
TXA2

™
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Figure 14 : Interaction DC-LT et molécules de costimulation (O'Neill ez al. 2004)

o) Famille B7

CD80/CD86 — CD28/CTLA-4

Parmi ces molécules de costimulation, le CD80 et le CD86 sont sans doute les plus
importants. Ces deux ligands du CD28, exprimés par les DC, amplifient de maniere tres
forte les signaux issus de l'activation du TCR. Mais leur cinétique d’expression differe :
CD86 est constitutif et rapidement uprégulé lors de la maturation, alors que CD80 est
plus tardif. Ils ne sont pas non plus équivalents dans la différenciation des LT CD4+,
CD86 étant plutdt associé aux réponses Th2 (Chen et al 2006). La costimulation du
CD28, situé au niveau de la synapse, induit une prolifération et une meilleure survie des
LT, avec production d’IL2. Elle induit également une augmentation d’expression d’autres
molécules membranaires, dont CD40L et ICOS.

L’interaction B7-CD28 semble jouer un rdle dans le développement et la maintenance

des lymphocytes T régulateurs (CD4+CD25+) (Tang et al. 2003).
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Enfin, les deux ligands ont été décrits comme des récepteurs pour l'attachement des

adénovirus de sérotype 3 (Short et al. 2004).

Il existe un homologue de CD28, CTLA4, dont les effets, apres fixation des mémes ligands
CD80 et CD86, sont opposés. C'est une molécule intracellulaire (endosomale) qui
devient membranaire apres activation des LT (Lindsten et al 1993). La majorité des
CTLA-4 intracellulaires se polarisent au site d’engagement du TCR (Linsley et al. 1996)
et sont ensuite transloqués a la membrane au niveau de la synapse immunologique. Sa
relocalisation est controlée par 'intensité du stimulus TCR (Egen and Allison 2002), et
apparait comme un moyen de régulation de I'activation T. Son effet est rapide du fait de
sa grande avidité pour les ligands : il augmente la mobilité des cellules T, réduisant ainsi
la durée de la synapse DC-LT, et diminue la production de cytokines et la prolifération
(Schneider et al 2006).

La forme membranaire du CTLA-4 exprimé par les LT régulateurs, ainsi que la forme
soluble peuvent transmettre, de maniére reverse, des signaux aux DC via B7 en
induisant de fortes sécrétions d'IFNgamma, qui par une boucle autocrine-paracrine,
stimule I'expression d’'IDO par les DC (Grohmann et a/. 2002). IDO étant impliqué dans
les phénomeénes de tolérance (cf § 11.3.c)), ceci apparait comme un autre moyen de

contrdle de la réponse immune.

ICOS - ICOS-L

ICOS-L est un membre de la famille B7 et ICOS un autre homologue de CD28. A la
différence de celui-ci, ICOS n’est pas constitutif et est exprimé aprés activation du TCR et
stimulation de CD28 (Table 4). Il apporte des signaux positifs secondaires pour
I'activation, la prolifération et la différenciation des LT, mais de par sa partie
cytoplasmique (YMFM, qui ne lie pas GrB2) légerement différente de celle de CD28
(YMNM), il n’induit pas de production d’IL2.

Bien que I'expression d’ICOS sur les LT soit variable, avec des niveaux plus forts sur les
lymphocytes Th2 (Lohning et al 2003), ICOS semble impliqué aussi bien dans les
réponses Th1, que Th2. Chez 'homme, il a d’ailleurs été montré que son expression sur
les LT CD4+ pouvait étre augmentée par des cytokines pro-Th1l (IL12, IL23) mais pas

par I'lL4 (Wassink et al 2004). Son importance est cependant capitale dans la
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collaboration LT-LB car son absence in vivo cause de sérieuses immuno-défisciences
(Grimbacher et al. 2003).

La voie ICOS-ICOSL est aussi impliquée dans I'induction de LT régulateurs et le contrdle
des réponses immunes (Akbari et al. 2002).

Elle semble également jouer un rdle dans les réponses antitumorales en augmentant la

fonction cytotoxique des cellules NK (Ogasawara et al. 2002).

Ligands de la famille B7 Synonymes

B7-1 CD80

B7-2 CD86

B7-H1 PD-L1; CD274

B7-H2 ICOS-L ; B7h ; B7RP-1; LICOS; CD275
B7-H3 CD276

B7-H4 B7x; B7-S1

B7-DC PD-L2; CD273

Table 4: Famille B7

PD1 - PDL1/2

PD-1 est un autre membre de la famille B7 et de la superfamille des Immunoglobulines,
mais a la différence de CD28, il est monomérique. Il posséde, dans sa partie
cytoplasmique, un motif ITSM et un motif ITIM qui lui donne des propriétés immuno-
inhibitrices. PD-1, comme CTLA-4, nécessite une co-localisation avec TCR/CD28 pour
induire son inhibition.

Du fait de sa répartition trés large sur les populations immunes (LT, LB, monocytes),
ainsi que celle de ses ligands, il offre de nombreuses possibilités d’interactions
bidirectionnelles. Ainsi il peut réguler les réponses immunes a différents niveaux,
d’autant plus que PD-L1 est exprimé par des tissus non lymphoides (cellules
endothéliales, poumons, placenta...) (Ishida et al. 2002; Petroff et al 2003). Les Treg
CD4+CD25+ l'expriment aussi et il semble jouer un rdle dans leurs propriétés
régulatrices (Kitazawa et al. 2007).

Les deux ligands ne sont pas équivalents en terme de liaison a PD-1 puisque PD-L2
posseéde une affinité deux a six fois plus grande que PD-L1 (Zhang et al. 2004), mais son

expression est restreinte aux macrophages et DC aprés activation. Ils semblent aussi
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impliqués dans des réponses T CD4 différentes puisque I'I[FNy induit I'expression de PD-
L1 sur les macrophages alors que I'IL4, celle de PD-L2 (Loke and Allison 2003).

La voie de PD-1 pourrait étre impliquée dans la régulation des infections virales
chroniques (Barber et al 2006). Elle apparait également comme un moyen
d’échappement des cellules tumorales (PD-L1+) au systéme immunitaire et représente
une approche thérapeutique prometteuse (Iwai et al. 2002; He et al. 2005).

I a été montré chez la souris que les deux ligands pouvaient lier un autre récepteur que
PD-1, activant une prolifération et une sécrétion d'IFNy par les LT CD4+ (Wang et al

2001), mais ceci n’est pas le cas chez 'homme (Pfistershammer et al. 2006).

B7H3

B7H3, un autre membre de la famille B7, est exprimé par les DC humaines immatures et
matures. Il peut étre induit sur les DC de souris par 'lFNy mais pas par I'IL4. Son réle
peut étre activateur ou inhibiteur sur les populations lymphocytaires mais son

récepteur n’est pas encore identifié (Chapoval et al. 2001; Suh et al. 2003).

B7H4

B7-H4 (ou B7x ou B7S1) a lui aussi une fonction inhibitrice de I'activation lymphocytaire
(Sica et al. 2003). Bien qu'il ait d’abord été décrit comme étant le ligand de BTLA, son
récepteur reste encore inconnu. BTLA a la méme fonction inhibitrice que CTLA-4 ou PD-
1 et bien que constitutif, il est aussi induit apres activation des LT (Watanabe et al.
2003). 11 est exprimé préférentiellement par les Th1 mais est aussi retrouvé sur les LB,
laissant entrevoir un contrdle de ces deux types cellulaires. Son seul ligand connu a
I’heure actuelle est HVEM (Sedy et al. 2005) (contrairement a ce qui est noté en Table
5).

B7-H4 est aussi exprimé par les cellules tumorales, comme PD-L1.

D’autres membres de la famille B7 ont été identifiés (BT3) mais dont les fonctions et les

récepteurs restent encore inconnus (Compte et al. 2004).
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T celP® Antigen-presenting cells
Professional MNon-professional
Endothelial  Epithelial  Other®
Expression  Signal Receptor Ligand DC B M cells cells Superfamily
Caonstitutive  Positive cDz8 B7-1 (CD80) + + + -d —d — CD28/B7
cozs B7-2 (CD88) + + + =d =4 = CO28/B7
€har Co70 + + ks (=) ks + TNF/TNFR
HVEM LIGHT + + + (=) + + TNF/TNFR
Inducible Positive 1C0OS ICO5-L + + + + + + CD28/B7
cD30 CD30L (CD153) (=)  + + (=) + + TNF/TNFR
OX40 (CD134) OX40L + + + + - + TNF/TNFR
4-1BB (CD137) 4-1BEL + + + =) =) + THF/TNFR
SLAM (CD150°  SLAM (CD150) o+ i i = = - Ig
Megative CTLA-4 (CD152)  B7-1 (CDB0) + + + - -d —a CD28/B7
CTLA-4 (CD152)  B7-2 (CD8E) . . i G _d _d CO28/B7
PD-1 PD-L1 + + + + e + CD28/B7
PD-1 PD-L2 + - + + + =) CDas/B7
Unknown® B7-H3 + -+ + - + + CD2B/BT
BTLA B7-H4 (BTLA-L) () + + (= (-P (- CD28/B7

Table 5: Molécules de costimulation des LT - récepteurs et ligands (Kroczek et al. 2004)

[) Famille de TNF/TNFR

La famille du TNF est un autre groupe de molécules costimulatrices jouant un roéle tres

important dans la modulation des réponses immunes (Tables 5-6).

TNEFRSF | (récepteurs) TNESF | (ligands)

1 TNFalphaR 1 TNFalpha

2 TNFbetaR 2 TNFbeta

5 CD40 4 OX40L = CD134L = GP34

6 FAS =CD9 = APO1 5 CD40L (CD154)

6B DcR3 (TR6) 6 FasL (CD178 = CD95L)

7 CD27 =(Tcell activation antigen) 7 CD70 = CD27L

9 CD137=4.1BB 8 CD30L = CD153
10A TRAILR1 =DR4 9 4.1 BBL

10B TRAILR2 = DR5 10 TRAIL = APO2L
10C | TRAILR3 = DcR1 (decoy receptor) 11 OPGL = RANKL = TRANCE
10D | TRAILR4 = DcR2 12 TWEAK (weak inducer of apoptosis)
11A RANK (récepteur activateur de NFkB) 13 APRIL=TALL2

11B OPG 13B | Blys=BAFF=TALL1=THANK
13B TACI (transmembranaire activateur) 14 LIGHT =HVEML
13C  |BAFFR 15 TL1=VEGI

14 HVEM (herpes virus entry mediator) 18 GITRL = AITRL

16 NGEFR (nerve growth factor)

17 BCMA (B cell maturation factor)

18 GITR

19 TROY =TA]

21 DR6

25 APO3 = DR3 (death receptor)

Table 6: Famille du TNF - récepteurs et ligands
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Leur expression est régulée apres activation du TCR et stimulation du CD28, les
impliquant dans le controle de la longévité de l'activation T. Il existe également des
différences de régulation d’expression entre les récepteurs et ligands de cette famille,
sur les LT et les DC et qui semblent impliquées dans la décision entre immunité et

tolérance (Hochweller and Anderton 2005).

CD70 - CD27

CD70 a beaucoup d’homologies avec les TNF et est exprimé par les DC et les
lymphocytes activés. Son récepteur, le CD27, est retrouvé sur les populations
lymphocytaires T, B, NK et est nécessaire pour I'expansion des cellules CD4+ et CD8+ en
situation d’infection (Hendriks et al 2000). La stimulation du CD27, sur des LT CD8+
activés par le TCR, les conduit a I'expansion et la survie grace a l'acquisition du
récepteur a I'IL7 (chaine alpha). Par contre, CD27 n’intervient pas dans les fonctions
effectrices (fonction cytolytique et production d'IFNY) (Carr et al 2006). CD27, qui a
tendance a augmenter apres activation, diminue progressivement avec I'acquisition des
fonctions effectrices par les LT (Hamann et al. 1999). Les CD8 mémoires, par contre,
I'expriment fortement (§11.2)). Contrairement a CD28 qui active la division des LT, CD27
est impliqué dans leur expansion en favorisant leur survie (Hendriks et al. 2003).

CD70 partage un mode d’expression commun aux CMH II. Il est stocké dans les
compartiments MIIC et apres interaction des DC avec les LT, il est exporté a la
membrane au niveau de la synapse, délivrant ainsi son signal a 'endroit et au moment
adéquats (Keller et al. 2007).

Bien qu’associé a l'activation et la survie des LT, CD27, comme GITR, est capable dans
certaines lignées cellulaires de s’associer avec la molécule Siva-1 pro-apoptotique

(Prasad et al. 1997).

0X40 - 0X40L

0X40, d’abord identifié chez le rat, puis chez la souris et 'homme, est préférentiellement
exprimé par les LT CD4+ (Taraban et al. 2002), et plus fortement sur les Th2. 0X40L
peut étre exprimé par les DC, apres activation par le CD40L notamment (Fillatreau and
Gray 2003). Ce duo moléculaire semble amplifier 'activation des LT et leur production
de cytokines. A la maniére de CD27, il apparait aussi impliqué dans la survie des LT plus

que dans leur division (Rogers et al 2001).
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4-1BB - 4-1BBL

4-1BB (CD137) est exprimé par les LT apres activation, qu’ils soient CD4 ou CD8, et Th1
ou Th2. Son expression coincide avec celle de CD69, marqueur précoce d’activation
lymphocytaire (Dawicki and Watts 2004). Il peut aussi étre exprimé par divers types
cellulaires (monocytes, éosinophiles...). Son engagement sur les DC induit la sécrétion
d’IL6 et d'IL12 ; sur les NK il induit I'l[FNY, ceci conduisant a une plus forte réponse CD8
(Wilcox et al. 2002). L'engagement de 4-1BB sur les LT amplifie leurs fonctions
effectrices (Wen et al. 2002), en modulant les effets de CD28 et en favorisant les
réponses Th1 (Kim et al. 1998). Sur les CD8, il a pour effet d’augmenter I'expression des
molécules effectrices (perforine, granzyme A, cytokines) (Bukczynski et al 2004) et
pourrait jouer un role dans la différenciation des lymphocytes mémoires (Wiethe et al.
2003). 4-1BBL, dont I'implication dans les réponses antivirales a été démontrée chez la
souris (Tan et al 1999), induit aussi une augmentation d’expression de molécules anti-
apoptotiques (Bcl-X.) favorisant la survie des CD8. Enfin, il joue un réle important dans
les infections chroniques ou chez des sujets agés ou les LT CD8 CD28- s’accumulent et
sont capables d’expansion et de fonctions effectrices suite a la stimulation par 4-1BBL

(Bukczynski et al. 2003).

HVEM - LIGHT

HVEM est exprimé par les cellules T au repos, les monocytes et les DC immatures, et a
tendance a diminuer apreés activation (Morel et al. 2000). LIGHT est retrouvé sur les LT
CD4 et CD8 aprés activation, les monocytes, les cellules NK et les DC immatures. Cette
expression réciproque et transitoire sur les LT et DC indique une fenétre courte de
signalisation, dans les heures qui suivent le contact cellulaire. Cet échange de signaux
induit d’'une part une prolifération des cellules T avec production de cytokines (Tamada
et al. 2000), et d’autre part une maturation des DC (Morel et al. 2003). Une déficience en
LIGHT altére les réponses allogéniques, préférentiellement celle des CD8 (Liu et al
2003). L’effet ’'HVEM est indépendant de CD28 et, a la maniére de 4.1BB, est important
en cas de déficience d’autres molécules de costimulation (Scheu et al. 2002).

Les DC expriment aussi le « Decoy Receptor 3 », sensible a FasL et a LIGHT, dont la

stimulation module leur maturation en orientant vers un profil Th2 (Hsu et al 2002).
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GITR - GITRL

GITR est exprimé sur les CD4, Thl ou Th2 et les CD8 apres activation, et
constitutivement sur les CD4+CD25hi Treg. GITRL, présent sur les APC, a un effet
costimulant sur les LT activés par le TCR (et CD28) en induisant leur prolifération et la
synthese de cytokines (IFNy, IL2, IL4, IL10). Il régule également l'activité des Treg
puisqu’il permet de lever leur inhibition sur les autres populations de LT CD25-
(Shimizu et al. 2002), du moins chez la souris car chez 'homme, cette propriété ne
semble pas exister (Tuyaerts et al. 2007). GITRL a été identifié chez les DC (Yu et al.

2003a) et semble jouer un role dans I'activation des cellules NK (Hanabuchi et al. 2006).

Les DC n’expriment pas seulement des ligands impliqués dans la costimulation des
lymphocytes mais également des récepteurs leur permettant de répondre a des signaux
délivrés par les LT helper. C'est le cas de HVEM ou 4.1BB, mais aussi du CD40 et de
RANK.

CD40 - CD40L

En dehors du fait que cette interaction moléculaire est d’'une grande importance pour
I'activation des LB, CD40 est aussi 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 des molécules de costimulation CD80 et CD86 (Caux et al 1994).
L’interaction CD40-CD40L est aussi essentielle pour la sécrétion d’'IL12 (Cella et al
1996; Koch et al. 1996). En son absence, 1a maturation des DC est altérée, induisant peu
d’'IL12, ce qui empéche la génération d'immunité anti-tumorale (Mackey et al. 1998).
Une déficience de signalisation par CD40, induite par certaines tumeurs
(neuroblastome), provoque une diminution de production d’'IL12 (Walker et al. 2005).
L’équipe de Kapsenberg a montré en 1998 que la sécrétion d’IL12 par les DC nécessite
deux signaux de maturation, dont CD40L (Snijders et al. 1998).

La signalisation via CD40 est aussi impliquée dans la présentation antigénique (Machy et
al.2002; Delamarre et al. 2003).

L’interaction CD40-CD40L, en apportant I'aide nécessaire aux DC, est d'une importance
capitale, dans certaines situations, pour la génération de LT cytotoxiques (Bennett et al.

1998; Schoenberger et al. 1998).
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CD40L peut étre apporté aux DC par les plaquettes activées en périphéries ou par les LT

helper apreés activation (par le CD28), ou encore par les cellules NKT (Fujii et al. 2004).

TRANCE - RANK

Bien plus que son implication dans l'organogénése des ganglions lymphatiques et le
développement des cellules T, TRANCE joue un réle dans les réponses immunes (Kong
et al. 1999).

Il a une grande ressemblance avec CD40L et son expression est restreinte aux LT. RANK
est exprimé par les DC, a I'état mature (Anderson et al. 1997). Sa stimulation induit les
méme effets que le CD40, soit une meilleure survie des DC et une sécrétion de cytokines
inflammatoires (Josien et al 2000). Elle permet également de supplanter l'effet du
CD40L et permet une différenciation des LT CD4+ en Thl par la sécrétion d’IL12
(Bachmann et al. 1999). TRANCE-RANK semble étre la voie CD40-indépendante d’aide
des LT helper aux DC pour I'activation des CD8+ cytotoxiques (Lu et al 2000). Il existe
une réelle coopération entre CD40L, TRANCE et TNFa pour l'induction de CTL en cas

d’infection virale (Yu et al 2003b).

Y) Autres

Sémaphorines

La premiere sémaphorine a été identifiée en 1993, la sémaphorine III ou collapsine,
impliquée dans l'arrét du développement neuronal («collapse» des cones de
croissance) (Luo et al. 1993). Depuis, de nombreux membres ont été identifiés et on
peut les classer en 7 sous-familles. Les sémaphorines agissent aussi par répulsion
sélective et détournent la croissance des axones. Elles jouent donc un role essentiel dans
la régulation du développement du tissu nerveux, mais leur rdle s’est étendu
puisqu’elles sont aussi impliquées dans la régulation du systéme immunitaire.

En effet, il a été montré chez la souris que Sema4A4, exprimé par les DC, peut interagir
avec Tim-2 pour induire 'activation précoce des LT (Kumanogoh et al 2002a). Elle
semble aussi jouer un rdle dans la différenciation Thl versus Th2 des LT CD4+
(Kumanogoh et al. 2005). Réciproquement, Sema4D (CD100), exprimé constitutivement

par les LT, augmente 'activation des LB et DC par 'intermédiaire de son récepteur CD72
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(Kumanogoh et al. 2002b). Elle semble aussi impliquée, sous sa forme soluble, dans la
régulation de la migration des cellules de la lignée monocytique (Delaire et al. 2001).

Chez 'homme, diverses sémaphorines sont exprimées, comme Sema3C, Sema3A et
Sema7A dont l'effet sur les monocytes inclue activation, chimiotaxie et sécrétion de
cytokines inflammatoires (Holmes et al. 2002). Il est fort possible que comme chez la

souris, ces sémaphorines soient impliquées dans les interactions DC-LT.

La neuropiline-1 est un autre récepteur de la famille des sémaphorines qui lie plutot les
membres de la sous-classe 3, en particulier Sema3A. Elle apparait comme un médiateur
clé du contact initial entre DC et LT, conduisant a l'initiation d’'une réponse immune

primaire, et fait ainsi partie du complexe moléculaire synaptique (Tordjman et al. 2002).

SLAM

SLAM fut décrit en 1995 comme une nouvelle molécule d’activation lymphocytaire
(Cocks et al. 1995). 1l en existe 4 isoformes (membranaire, soluble, cytoplasmique et un
variant membranaire). SLAM est exprimé par les LT et les LB et sa forme membranaire
augmente aprés activation. L’interaction homophilique SLAM-SLAM augmente
I'expansion et la différenciation des LB (Punnonen et al. 1997). Sur les LT, elle stimule la
production d'IFNy (Quiroga et al 2004). Cest aussi un marqueur d’activation des
monocytes (Farina et al. 2004).

Il a également été décrit 'expression de SLAM sur les DC a I'état mature, 'IL1p la
favorisant (Kruse et al. 2001). Des DC activées par le CD40L I’expriment aussi et son
engagement induit la sécrétion d’IL12 et d’IL8 (Bleharski et a/ 2001). SLAM apparait
ainsi comme un mécanisme de costimulation bidirectionnel ot DC et LT sont activés de
maniére synergique pour promouvoir les réponses Th1. Il est aussi utilisé par le virus de
la rougeole pour induire une immunosuppression (Hahm et al. 2004).

Cependant, il existe une controverse sur le role de SLAM et sur les anticorps utilisés
dans beaucoup d’études et leur réel role agoniste (Rethi et al. 2006). De plus, des souris
déficientes en SAP, une des molécules adaptatrices de SLAM, peinent a développer des
réponses Th2, et non Thl. SAP est d’ailleurs impliqué dans la maladie
lymphoproliférative liée a I'’X (Sayos et al. 1998). Mais, il existe d’autres adaptateurs de
SLAM, autres que SAP (EAT-2, SHP2 ?) pouvant avoir des effets tres différents. Il ne faut
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pas exclure non plus le fait que SLAM interagisse avec d’autres récepteurs, d'une
maniere plus forte que son intéraction homophilique (Mavaddat et al. 2000).

SLAM regroupe en fait une famille de molécules (CD84, CD48, CD244..), qui
appartiennent a la superfamille des Immunoglobulines, et qui sont probablement

impliquées dans la régulation des réponses immunes.

CD83

CD83 est le marqueur caractéristique des DC matures (Zhou and Tedder 1996), il
appartient a la superfamille des Immunoglobulines. A I'état de traces dans les
macrophages et les monocytes (Cao et al. 2005), il est faiblement exprimé sur les DC
immatures et augmente considérablement au cours de la maturation, en synergie avec
les molécules de costimulation. Il est peu présent sur les LB et les LT, mais augmente
apres activation (Cramer et al. 2000) et est impliqué dans la longévité de ces deux types
cellulaires (Prazma et al. 2007).

Sa fonction a longtemps été mal connue et ses ligands restent encore indéterminés mais
il semble qu'il joue un réle important dans la régulation des réponses immunes,
notamment dans la génération des thymocytes et des cellules CD4+ chez la souris
(Fujimoto et al 2002). Il joue également un rdéle clé dans la fonction des cellules B
puisqu’il régule I'expression du CMH II et du CD86 (Kuwano et al. 2007). 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 la prolifération des LT (Dudziak et al. 2005).

CD83 est aussi la cible de certains virus, qui le dégradent ou empéchent son exportation

ala membrane (Kruse et al. 2000; Senechal et al. 2004).

Enfin, un ensemble de molécules a été décrit comme impliqué dans la régulation de la
fonction activatrice des DC (Woodhead et al 2000). Cest le cas de CD13
(aminopeptidase N), CD147 (neurothéline), CD98 (qui intéragit avec les intégrines 1),
CD87 (urokinase plasminogen activator receptor) et CD148 (tyrosine phosphatase). Ce

dernier, qui a d’abord été identifié comme un marqueur de I'activation des monocytes,
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serait impliqué dans la régulation post-synaptique de l'activation lymphocytaire (Lin
and Weiss 2003). D’autres molécules, intégrées a la synapse immunologique, jouent un

role dans la régulation des signaux du TCR (CD45...cf§.1.3.d. B)).

I.4.e) Sécrétions : cytoKines et chimiokines

Les cytokines ont une importance capitale dans le systeme immunitaire car elles
permettent une communication entre les types cellulaires, assurant ainsi ’homéostasie
des tissus, le controle de la prolifération et de la survie, ainsi que la différenciation
cellulaire. Elles permettent de lier le systeme inné au systéme adaptatif.

Les chimiokines, quant a elles, assurent la répartition au sein des tissus des différents
acteurs cellulaires de I'immunité et permettent leur guidage vers leur site spécifique

d’action.

o) Les Chimiokines

Les chimiokines sont un groupe de petites molécules (8 a 14 kD), impliquées dans la
régulation des traffics cellulaires (leucocytes), le développement, 'homéostasie et la
fonction du systéme immunitaire, et peuvent également jouer un rdle aupres des cellules
du systeme nerveux central et des cellules endothéliales.

On peut les subdiviser en quatre groupes : les C, les CC, les CXC et les CXXC selon que
leurs résidus cystéines, dans la protéine mature, sont accolés ou séparés par des acides

aminés. Leurs différences structurelles leur donnent ainsi des fonctions différentes.

Les DC répondent aux chimiokines par 'expression de différents récepteurs, expression
régulée au cours de la maturation : CCR1, CCR2, CCR5, CXCR1 a I’état immature, CCR7 et
CXCR4 al’état mature (Sallusto et al. 1998).

Parmi les chimiokines qu’elles sécretent, certaines sont dites homéostatiques et
permettent I'organisation des tissus (Table 7). C’est le cas de CCL21 (SLC) et CCL19
(ELC) sécrétées par les tissus lymphatiques (vaisseaux et ganglions), en particulier les
zones T, qui permettent la migration des DC, ainsi que des LT naifs et mémoires,

exprimant le CCR7 (Martln-Fontecha et al. 2003; Ebert et al. 2005).

57



Introduction

Les ganglions, dans les zones B, sécrétent aussi CXCL13 spécifique des LB (CXCR5+)
(Legler et al. 1998). CCL21, CCL19 et CXCL13 sont essentielles dans l'initiation de la
réponse immune et c’est la balance de leurs sécrétions et de l'expression de leurs
récepteurs qui va permettre aux LB de migrer des zones B des ganglions vers les zones T
pour recevoir les signaux helpers. Il a été montré chez des souris sans rate ni ganglions
que l'infection par le virus de I'influenza induisait la sécrétion de ces chimiokines par le
tissu pulmonaire, contribuant ainsi a une réaction inflammatoire localisée et le
développement d’un tissu lymphoide associé aux bronches (Rangel-Moreno et al. 2007).
CXCL13 est aussi sécrétée par les DC myéloides, ce qui amplifie le recrutement des LB
dans les ganglions. Sa sécrétion a tendance a diminuer aprés stimulation du CD40, soit
apres interaction avec les LT helpers (Vissers et al. 2001). Réciproquement, certaines DC
murines, en particulier migrant de la peau, expriment le CXCR5 et pourraient rejoindre

les zones B des ganglions sous I'action de CXCL13 (Saeki et al. 2000).

Une autre chimiokine, spécifique des DC, a été impliquée dans le recrutement
ganglionnaire des LT naifs (Adema et al. 1997) et des LB (Lindhout et al 2001): DC-CK1
(CCL18). Sa sécrétion est particuliére puisqu’elle aurait tendance a diminuer durant la

maturation (Vulcano et al. 2003).

MIP-1a (CCL3) et MIP-1p (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 LT activés (Taub et al 1993a). Elles sont aussi des
signaux d’attraction pour les LT naifs sensibilisés (par des signaux inflammatoires) qui
en viennent a exprimer le CCR5 et sont d’autant plus importantes pour 'initiation d'une
réponse immune vis-a-vis d’'un antigéne. Enfin, elles ont été décrites comme étant
fortement sécrétées apres interaction entre les DC et les LT CD4 helpers dans les
ganglions lymphatiques, attirant les CD8 naifs aux sites d'interaction (Castellino et al.
2006). Ceci a pour conséquence l'initiation d’'une réponse CD8, avec en particulier un
profil de cellule pré-mémoire exprimant les chaines o des récepteurs a I'IL6 et I'IL7
(Castellino and Germain 2007).

De la méme maniere que CCL19 et CCL21, en plus de la migration, jouent un rdle dans la
différenciation des DC (Marsland et al 2005), CCL3 et CCL4 assurent une différenciation
des LT CD4 en sous-types Th1 ou Th2 (Luther and Cyster 2001).
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IP-10 (CXCL10) et Mig (CXCL9), sécrétées par les DC, ont d’abord été identifiées comme
des chimiokines attractives des LT CD4 et CD8 activés (Taub et al. 1993b; Loetscher et
al. 1996). Elles sont particulierement spécifiques des CD4+ Thl, qui expriment le
récepteur CXCR3 (Bonecchi et al. 1998). Il a ensuite été montré que les lymphocytes
mémoires aussi expriment le CXCR3, ce qui les rend sensibles a IP-10 et Mig (Rivino et
al. 2004). Les DC, en sécrétant Mig et IP-10 (et I-TAC ou CXCL11), favorisent ainsi leur
interaction avec les lymphocytes Th1 et CTL déja différenciés et mémoires. Mig induit
aussi la prolifération des LT (Whiting et al. 2004).

Les DC expriment le CXCR3 et IP-10 joue un role adjuvant sur les DC pour la

présentation antigénique (Krathwohl and Anderson 2006).

MDC (CCL22) et TARC (CCL17) sont deux chimiokines plus spécifiques des lymphocytes
Th2 (CCR4+) mais sont sécrétées, avec Mig et IP-10, plus tardivement que les
chimiokines inflammatoires. Le PGE2 et '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.
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COLI9 (ELC), €0121 (SLC)

COLI8 (DC-CK)

COL3 (MIP-1a), COL4 (MIP-15) CCRS
x COLY (Mig), CCL1O (TP-10),
Homéostatique Call (I-TAQ) ‘ CXCR3

COLIT (TARC), CCL22 (MDC) CCr4
COLLL (Eoraxm), CCLS (CER3)
(RAMTES), CCLB (MCP-2)
CXCRS (LT helper des follicules B)

CCRT
Inflommatoire CXCLI3 (BLE) Q EXCRS
CXCLI2 (SDF-1) CXCR4
CCRT (centroux mémoires)

¢

CXCRE (ron polorisés)
CXCR3 (pre-Thi)
CCRA (pré-Th2)

Table 7: Classification des chimiokines

Les DC sécrétent aussi précocement CXCL8 (ou IL8) qui est impliquée dans le

recrutement des neutrophiles aux sites d'inflammation (Yoshimura et al. 1987).

B) Les Cytokines

On peut classer les cytokines de différentes maniéres. Certaines sont dites pro-
inflammatoires, c’est le cas de 'IL1p, I'IL6, le TNFa,, qui sont sécrétées tres tot lors de la
réponse immune. Elles sont aussi impliquées dans le « priming » des cellules T. D’autres
jouent un réle dans leur maturation: IL12, IL18, IL7. L'IL15 et I'IL7 sont aussi dites
homéostatiques car elles jouent un role dans la survie des LT.

On peut aussi classer les cytokines selon leur famille d’appartenance : famille de I'IL1

(IL1a/p, IL18...), famille de I'IL6 (IL6, IL11...), famille de 'IL12 (IL12, IL23, IL27).
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IL1a/p

L’IL1, ou antérieurement LAF (lymphocyte activating factor), est un médiateur clé dans
la défense de I'hote et de I'inflammation. Son réle a été démontré il y a presque 20 ans
(Dinarello 1991) mais il revient sur le devant de la scene avec la découverte des
différents types de récepteurs aux pathogenes (TLR, NLR, RLR) exprimés par les DC,
puisque I'IL1p active résulte d’'une coopération de ces récepteurs (via I'inflammasome)
et d’'une intégration de leurs signaux (cf § 1.4.a). Les TLR et les récepteurs a I'IL1 et 'lL18
sont d’ailleurs classés dans la méme famille car ils possédent un domaine TIR et
partagent la méme voie de signalisation via MyD88.

L’IL1o est naturellement active mais est aussi liée a la membrane, ce qui limite son
action. L'IL1B est sécrétée et représente la majeure forme active de cette famille (qui
comprend aussi IL33, [L18 ou IL1RA). L'IL1p, sécrétée précocement aprés activation des
DC, a des actions tres étendues, dont 'activation de la prolifération des LB et LT et

I'induction d’IL2.

IL2

L’IL2, ou TCGF (T cell growth factor), joue un role essentiel dans I'activation des LT CD4
et CD8; elle induit leur prolifération. Les Treg en sont aussi trés dépendants et
expriment fortement son récepteur, le CD25.

La source principale d'IL2 vient des LT eux-mémes, mais il a été décrit que les DC, en
présence d’'IL15, sont capables d’en produire (Feau et al 2005). L'IL2 peut agir en
synergie avec d’autres cytokines, comme I'IL18 ou la famille de I'IL12, pour augmenter
son rdle activateur. Elle régule aussi 'expression d’'IL4 par les CD4, favorisant ainsi le
profil Th2 (Ben-Sasson et al. 1990).Elle a un réle trés important dans l'activation des NK
(Granucci et al. 2004).

1L4/13

L’IL4 est une des cytokines majeures (avec I'IL5 et 'IL13) sécrétées par les lymphocytes
Th2. Elle est primordiale pour leur différenciation et la source principale provient, entre
autre, des LT CD4 eux-mémes, activés via le TCR, en absence de signaux pro-Th1. L'IL4
amplifie sa propre production via la chaine de signalisation IL4Ra - STAT-6 - GATA-3.

Elle inhibe aussi la voie Th1 en régulant I'activation des lymphocytes Th1l (Tanaka et al.
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1993) et en empéchant la translocation du récepteur a I'lFNy au site de formation de la
synapse immunologique DC-LT (Maldonado et al. 2004).

Les données sur leffet de I'IL4 sur les DC sont contradictoires. Certaines études
I'impliquent dans la régulation positive de la sécrétion d’IL12 (Hochrein et al. 2000).
D’autres lui donnent un pouvoir inhibiteur (Koch et al. 1996; Takenaka et al. 1997), mais

qui dépend des conditions de maturation des DC (et de la concentration d’IL4 utilisée).

L’IL4 n’a pas été décrite comme produite par les DC humaines (de Saint-Vis et al. 1998)
mais celles-ci peuvent, par contre, sécréter I'IL13 dont les fonctions biologiques sont tres
proches de I'IL4 du fait que toutes deux ciblent le méme récepteur IL4Ra. L'IL13, qui
semble supplanter le réle de I'lL4 dans la différenciation des DC elles-mémes (Morse et
al. 1999), apparait comme un signal primordial de la différenciation des CD4 en Th2
(Bellinghausen et al 2003) mais a la différence de I'lL4 qui amplifie sa propre
production par les Th2 (et celle d’'IL13 et d’IL5), I'IL13 agit en diminuant celle d'IFNy par
les Th1l (Webb et al. 2007). En fait, elle semble bien plus agir de maniére autocrine sur
les DC en modulant leur maturation et leur expression de molécules pro-Th2, que par
action directe sur les LT. L’IL13 est aussi impliquée dans l'attraction des éosinophiles
aux sites des réactions allergiques (Horie et al. 1997).

L’IL13, et 'lL4 indirectement, sont les signaux de la différenciation des CD4 en Th2
produits par les DC. Cependant, il existe une voie IL4-indépendante d’induction des Th2,

via les Notch-ligands (Amsen et al. 2004) (cf § I1.1)).

IL6

L’IL6 est une cytokine pléiotropique. Sa premiére fonction est de favoriser les réponses
humorales en activant les LB a se différencier et a produire des anticorps (Hirano et al.
1985; Jego et al. 2003). Elle influence ainsi la balance Th1/Th2 mais peut cependant
amplifier des réponses Th1. Elle active les thymocytes et les LT pour leur production
d’'IL2 et leur différenciation en CTL (Okada et al 1988). Comme pour les LB, elle
intervient au stade terminal de la différenciation des CTL, I'IL2 (et I'I[FNy) restant
primordiale pour l'initiation (Maraskovsky et al. 1989). Elle est aussi essentielle pour la
survie des CTL et la génération de CD8 mémoires (Castellino and Germain 2007) et

préserve les LT de I'apoptose (Atreya et al. 2000).
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Elle appartient a la famille de cytokines pro-inflammatoires libérées précocément apres
infection et agit sur les hépatocytes pour la sécrétion des protéines de phase aigue
(Gauldie et al. 1987).

Elle influence aussi la différenciation des DC et macrophages et favorise la maturation
des DC (elle fait partie du cocktail de maturation de Schuler: TNFa, IL1p, IL6, PGE2)
(Bernad et al. 1994; Berger et al. 2002).

I1 a été montré que des DC activés par leurs TLR étaient capables d’abolir la suppression,
par les Treg, de la prolifération des LT CD4+CD25- et que cet effet était médié par I'IL6
(Pasare and Medzhitov 2003). Elle peut également abolir I'effet tolérogéne des DC
exprimant IDO (Grohmann et al. 2001).

L’IL6 est impliquée dans la différenciation de certains LT CD4 : elle inhibe I'expression
de FoxP3 induite par TGFB qui conduit a la formation de Treg, et favorise par contre la
différenciation d'un nouveau type cellulaire, les Th17, impliqués dans certaines
réponses auto-immunes et anti-pathogenes (bactéries extracellulaires) (Langrish et al
2005; Bettelli et al. 2006).

La famille de I'lL6 comprend aussi le LIF (leukaemia inhibitory factor), 'oncostatine M

etl'IL11 (entre autre).

IL7

L’'IL7, sécrétée par les DC, est impliquée dans l'activation des CD4 naifs et leur
différenciation en Th2 (Webb et al. 1997). Elle joue un role capital dans ’homéostasie et
la survie des LT en participant a l'établissement d’'une mémoire immunitaire CD8

(Schluns et al. 2000; Kaech et al. 2003) et CD4 (Kondrack et al. 2003) (Figure 15).

T-cell activation Th2-cell induction T-cell development T-cell activation T-cell activation T-cell activation

T,y Induction B-cell Mast cell y B-celllg

leall activation DC differentiation NK-cell development NK<cell activation

DC differentiation Anti-apoptotic Pro-apoptotic
DC-activation DC-inactivation

Figure 15: Famille de cytokines liant la méme sous-unité y de leur récepteur (Brandt et al. 2007)
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IL8
L'IL8, que l'on appelle aussi chimiokine CCL8, est le facteur d’attraction des
neutrophiles. Sécrétée par les monocytes et les DC (entre autre), elle permet un afflux

rapide des neutrophiles sur le site de I'infection assurant la premiere ligne de défense.

IL10/1L21

L’IL10 a un réle inhibiteur dans la maturation des DC *. Sécrétée par les DC elles-méme,
surtout dans leur état immature, elle est impliquée dans la différenciation de certains LT
régulateurs (Groux et al. 1997). Elle peut étre induite apres stimulation des TLR, et c’est
le ratio IL10 versus cytokines activatrices, comme I'[L12, qui détermine le profil de la
réponse (tolérance ou immunité).

L’IL21 n’est pas exprimée par les DC, mais par les CD4 activés, Th2 en particulier (et

cellules NKT). Elle a un réle inhibiteur sur la maturation des DC (Brandt et al. 2003).

IL11
L’IL11, qui fait partie de la famille de I'IL1, est impliquée dans la différenciation des CD4
en Th2 (Curti etal 2001).

IL12

L’IL12 fut initialement identifiée comme un facteur stimulant des cellules NK et un
facteur maturant des lymphocytes cytotoxiques (Kobayashi et al 1989; Wolf et al.
1991). Elle peut agir en synergie avec I'lL18 ou I'IL2 pour induire la sécrétion d'IFNy par
les NK (Walker et al. 1999) et active la prolifération des LT, ce qui fait d’elle un stimulant
aussi bien du systeme inné, que du systeme adaptatif.

Elle est le facteur primordial pour la différenciation des LT CD4 en sous-type Thl
(Manetti et al. 1993; Seder et al. 1994), ce qui permet d’orienter les réponses immunes
vers la voie cellulaire cytotoxique.

Elle est constituée de deux chalnes, la sous-unité p40 constitutive et la sous-unité p35
inductible, I'ensemble formant une cytokine active de 70 kD. Dans la méme famille, on
retrouve I'IL23 qui partage la méme sous-unité p40, liée a une sous-unité p19, et I'lL27
constituée de la p28 et de EBI3, une protéine relative a IL12p40. L'IL12 active est

I'IL12p70 mais il a été montré que pour bien déterminer I'activité de la cytokine, il fallait
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considérer toutes les formes d’IL12 sécrétées: p70, p40 et p40(2) (homodimere), ces
deux derniéres étant des antagonistes de p70 (Klinke 2006).

L’'IL12p70 est principalement sécrétée par les DC myéloides matures, et non par les DC
plasmacytoides (Rissoan et al. 1999), et est induite aprés stimulation des TLR (Verdijk
et al. 1999; Agrawal et al. 2003), du CD40 (cf § 1.4.d.3) ou action de I'IFNy (Vieira et al.
2000). Sa sécrétion est par contre inhibée par le PGE2 (Kalinski et al 1997), ce
médiateur induisant la production d’IL12p40 (Kalinski et al 2001).

Une combinaison de TLR (Napolitani et a/. 2005) ou de différents récepteurs du non-soi
(Tada et al. 2005) permet d’augmenter considérablement sa sécrétion, la stimulation
conjointe du CD40 et du TLR4 aussi (Lapteva et al 2007) et la production des
interférons de type I par les DC est impliquée, par boucle autocrine, dans cette sécrétion
d’'IL12p70 (Gautier et al 2005).

L’induction d’'IL12p70 par la stimulation des TLR ou les signaux provenant de LT helper
est une propriété des DC immatures ou semi-matures (Kalinski et al. 1999) et sa
cinétique de sécrétion montre un maximum entre 10 et 18h aprés activation

(Langenkamp et al. 2000).

IL15

L’IL15 est exprimée par les DC matures (CD83+), augmente aprés phagocytose et, a la
maniere de I'IL16, peut promouvoir 'attraction des LT (Jonuleit et al. 1997b). Elle est
induite par divers signaux d’activation des DC (Mattei et al. 2001) dont le CD40L, qui
augmente les capacités immuno-stimulatrices des DC (Kuniyoshi et al 1999). L’IL15 a
un role fondamental dans la différenciation et la survie des cellules NK (Kennedy et al.
2000; Cooper et al. 2002). Elle est également importante pour le contrdle des réponses
CD8: elle contribue a leur activation, leur survie et a la génération d’'un pool de CD8
mémoires (Schluns et al 2002; Weng et al. 2002).

Elle est impliquée dans la sécrétion d'IL2 par les DC (Feau et al 2005). Ces deux
cytokines ont d’ailleurs des effets biologiques trés proches du fait que leurs récepteurs
partagent les mémes unités de signalisation P et y, la chaine o assurant la spécificité (Giri
etal. 1995).

L’'impact de cette cytokine sur les réponses immunes, innées ou adaptatives, est médié

par une boucle autocrine-paracrine d’IL15-IL15Ra agissant sur les DC pour augmenter
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leurs capacités d’activation immune (Ruckert et al. 2003). L'IL15 est d’ailleurs impliquée
dans la majorité des réactions inflammatoires (Tada et al 2005).

L’IL15, liée a son récepteur sur les DC, peut agir par trans-présentation et activer les LB
dans les follicules lymphoides (Park et al. 2004). Ce mode d’activation est aussi celui des
cellules NK, contrairement a I'IL12 qui est soluble (Ferlazzo et al 2004; Lucas et al.

2007).

IL16

L’IL16 fut d’abord identifiée comme un facteur chimioattractant pour les cellules T, son
récepteur étant le CD4 (Center et al. 1996). Elle a un role activateur sur les LT CD4+, en
synergie avec 'IL2 ou I'lL15, et induit 'expression de CD25 (Parada et al. 1998). Les DC
expriment constitutivement cette cytokine et y sont aussi sensibles (Kaser et al. 1999).
L’IL16, sécrétée par les LT, ainsi que les LB, représente un autre moyen de favoriser la
migration des DC aux organes lymphoides et leur rencontre avec les lymphocytes (Kaser
et al. 2000) (Stoitzner et al. 2001). Il a aussi été montré que la stimulation du récepteur
FceRI par des allergénes opsonisés par des IgE induisait la sécrétion d’IL16 par les
cellules de Langerhans, favorisant I'influx de LT CD4+ dans la peau et étant responsable
de dermatites atopiques (Reich et al 2001). La sécrétion d'IL16 augmente d’ailleurs

avec la maturation des DC (DC dérivées des monocytes) (Reich et al 2004).

IL18

L’IL18 fait partie de la famille de I'IL1 et nécessite aussi I'intervention de la caspase-1
pour étre active. Elle fut d’abord identifiée sous le nom de IGIF (IFNy inducing factor)
car elle favorise la production d'IFNy par les LT et les NK (via la voie des MAP kinases)
(Okamura et al. 1995). Elle est ainsi impliquée dans la différenciation des CD4 en Th1,
agissant en synergie avec I'I[L12 (Micallef et a/. 1996; Tominaga et al. 2000) et augmente
l'activité cytotoxique des NK (Hyodo et al 1999). Elle a aussi un rdle sur les LB en
inhibant la production d’IgE, via la sécrétion d’'IFNy (Yoshimoto et al 1997).

Il a cependant été montré qu’en absence d’IL12, I'IL18 pouvait avoir l'effet inverse de
stimuler la sécrétion d’IL4 et d'IL13 par les LT et les NK, ceci favorisant les réponses
Th2, avec production d’IgE et d’IgG1l par les LB (Yoshimoto et al 2000). Ceci est en

accord avec d’autres actions de I'IL18 dans l'allergie qui induit le recrutement des
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éosinophiles vers les voies aériennes (de souris) (Kumano et al 1999) et dont la
sécrétion peut étre induite sur les PBMC par I'histamine (Kohka et al. 2000).

Elle induit la production d’'IFNy par les DC, en synergie avec I'IL4 (Fukao et al. 2000).
Elle favorise, de maniére plus générale, la maturation des DC (Li et al. 2004) en agissant
de maniere autocrine-paracrine.

L’IL18 est produite par les DC en réponse a des signaux pathogenes puisque les
récepteurs du non soi sont impliqués dans sa synthése et son clivage par la caspase-1

(Seki et al. 2001) (cf § L.4.a.0)).

1L23/27

L’IL23, comme I'IL12 et I'IL27, sert de co-facteur pour la prolifération des LT mais
semble plus agir sur les LT CD4 mémoires que naifs (Oppmann et al 2000). Au
contraire, 'IL27 agit sur les LT CD4 naifs pour induire leur prolifération, en synergie
avec 'lL12 et 'lL2 (Pflanz et al. 2002).

Alors que I'IL12 est le facteur primordial pour la différenciation des Th1l, I'IL23 est
impliquée dans la différenciation d’'un autre sous-type de LT CD4, les Th17 (Aggarwal et
al. 2003), ceux-ci provenant moins de LT CD4 naifs que de Th1l ou Th2 récemment
activés (Bettelli and Kuchroo 2005). L’IL23 a un roéle dans I’homéostasie des
neutrophiles, alors que I'IL17 produite par les Th17 participe a leur recrutement aux
sites d’infections (Stark et al 2005).

L’IL23, comme 'IL27, peut cependant jouer un rdle dans les réponses Th1 en amplifiant
la sécrétion d’IFNy. Elle peut agir en synergie avec I'IL18 et I'IL2 pour activer les cellules
NK (Parham et al. 2002). Mais, alors que I'IL23 contribue a la défense de I'h6te contre les
infections, elle ne peut supplanter le role de I'lL12 et ne compense que partiellement son
absence chez des souris déficientes en I'IL12p40 ou p35 (Parham et al 2002).
Contrairement a I'IL12, I'lL23 peut étre induite par PGE2 (Sheibanie et al. 2004).

L’IL27, qui peut sensibiliser les LT a la polarisation induite par I'IL12 (par expression de
IL12RB2), régule également la différenciation Th2 en diminuant I'expression du facteur
de transcription GATA-3 (Lucas et al 2003), mais a un role complexe puisqu’on lui
attribue aussi des propriétés suppressives de la réponse T (en cas d’'infection par 7.
gondii) (Villarino et al. 2003). La contribution précise de chaque cytokine de la famille

de I'lL12 dans les réponses aux infections reste encore a définir.
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TNFa

Le TNFa est une des cytokines inflammatoires sécrétées par les DC apres activation.
C’est aussi un signal d’'induction de leur programme de maturation, qui peut agir en
synergie avec d’autres signaux, tels que les molécules de danger (Delneste et al. 1999;
Schnurr et al. 2000), les cytokines inflammatoires (Berger et al 2002), les motifs
pathogénes (Spisek et al. 2001) ou les autres molécules de la famille du TNF (Yu et al.
2003b). Le TNFa seul induit la maturation mais de maniére réversible (Nelson et al.
1999) et participe a la capacité de présentation antigénique des DC en favorisant

I'accumulation des CMH II (Cella et al. 1997).

IFN de type I

Les IFN de type I (IFNa et B) sont des effecteurs précoces de la réaction immunitaire
contre divers microbes (bactériens et viraux) et permettent de réguler les réponses
adaptatives Th1/cytotoxiques. Leur role est assez complexe puisqu’en fonction du
contexte, ils peuvent soit activer, soit réprimer ces réponses. En effet, ils sont connus
pour leur role activateur de la prolifération des LT (et de la cytotoxicité des NK) (Tough
et al. 1996; Marrack et al. 1999), mais ils peuvent aussi inhiber leur production d'IFNy
(Nguyen et al. 2000). La balance de ce double rdle est intimement liée aux DC et a leur
état de maturation. Elles sont sensibles aux IFN de type I car en expriment le récepteur,
et c’est d’ailleurs un des signaux autocrine-paracrine qui favorise leur maturation et leur
sécrétion d’'IL12p70 (Gautier et al. 2005). Ils favorisent aussi leur cross-présentation
d’antigenes viraux (Le Bon et al. 2003). Pourtant, dans certains cas, ils apparaissent
comme un signal inhibiteur vis-a-vis de 'lL12p70 et de I'induction de LT Th1 (Cousens
etal. 1997; McRae et al. 1998). En fait, il semblerait que les IFN I aient un effet inhibiteur
quand ils sont présents lors du « priming » des LT, mais que ce soit I'inverse lorsqu’ils
conditionnent les DC pendant leur maturation (Nagai et al. 2003). Ce conditionnement
est aussi dépendant du timing d’exposition puisque ce sont les DC en cours de
maturation qui sont réceptrices aux IFN de type [ pour induire des réponses Th1, alors
que les DC immatures, caractéristiques des tissus périphériques, sont plutdt régulatrices
. Cette différence est une conséquence de la maturation qui modifie les facteurs de
signalisation intracellulaire associés au IFNAR, remplagant STAT1 par STAT4 (Longman

etal. 2007).
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Les DC sécretent des IFN de type I apres activation des TLR (3, 4, 7/8 et 9) (Kawai and
Akira 2006). Cependant, cela reste une spécialité des DC plasmacytoides qui en

sécretent jusqu’a 1000 fois plus que les autres cellules (Siegal et al. 1999).

IFN de type II

Bien que ce soit une caractéristique des lymphocytes des voies cytotoxiques et Th1l
(cellules NK, Th1, CTL), les DC, comme les macrophages, sécretent de I'I[FNy en réponse
a divers signaux de maturation, pathogéenes entre autre, ainsi que cytokiniques (Fukao
et al. 2000). Ceci a pour conséquence d’amplifier leur activation (augmentation de B7-2,

[L12) (Yoshida et al. 1994) et celle des cellules environnantes (Figure 16).
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Figure 16: IFNY et sources cellulaires (Frucht et al. 2001)

Les DC sont sensibles a I'I[FNy car elles expriment le récepteur (chalnes a et f3).
Cependant, cette sensibilité n’est pas un phénomene constant et varie en fonction de
I’état de maturation des DC : CD119 (chaine  du récepteur) a tendance a diminuer chez
les DC en fin de maturation (Kalinski et al 1999).

L’IFNy, sécrété par les LT CD4+ et les NK, se présente comme un signal secondaire de
maturation des DC, au méme titre que le CD40L ou TRANCE. Ses actions sont multiples
mais la plus importante concerne la présentation antigénique : il permet 'augmentation
sur les DC des CMH I et II (Wallach et al. 1982). 1l induit le changement de certaines
sous-unités du protéasome (1, B2, B5) pour basculer vers I'immuno-protéasome
(LMP2, LMP7, MCL-1), a l'origine de la cross-présentation d’antigénes exogeénes
(Groettrup et al. 2001). Ce changement protéasique permet d’augmenter la quantité, la

qualité et le répertoire des peptides antigéniques.
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L’IFNy induit aussi la sécrétion par les DC des chémokines IP-10, Mig, MIP-1a et 1B qui
favorisent I'attraction des LT Th1 et CD8 (Taub et al. 1993a; Gil et al 2001).

1.5) Synthése sur la biologie des cellules dendritiques
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Figure 17: Les cellules dendritiques - de la reconnaissance de I'antigéne a I'activation d'une
réponse immune

(R=récepteur, SR=scavenger receptor, TLR=Toll-like receptor, LLR=Lectin-like receptor, NLR=Nod-like
receptor, RLR=RIG1-like receptor, HSP=Heat shock protein, RE=réticulum endoplasmique,
MIIC=compartiment riche en CMH II)
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II) Les cellules dendritiques dans les réactions immunitaires :
Activation, Régulation et Utilisation

Pour se défendre des agressions, l'organisme posséde des défenses propres, non
spécifiques : la structure méme de la peau et des muqueuses, trés dense avec de
nombreuses jonctions serrées entre les cellules, permet de limiter les invasions ; le pH
acide de certains tissus (tissu gastrique) et les enzymes présentes (lysozyme)
permettent d’éliminer une partie des germes. Ensuite, interviennent les acteurs
cellulaires de la réponse innée: les polynucléaires (neutrophiles), les phagocytes
(macrophages, monocytes...), les cellules NK (natural killer), en association avec le
systeme du complément. Dans les quelques minutes qui suivent I'infection, la réaction
inflammatoire qui est mise en place par le tissu 1ésé (vasodilatation, chimiotactisme)
permet I'afflux de ces cellules qui assureront une défense immédiate par phagocytose et
neutralisation des pathogénes.

Enfin, pour parfaire cette réponse innée qui peut s’avérer parfois insuffisante et
permettre I'établissement d’'une mémoire immunitaire, interviennent les CPA (dont les
cellules dendritiques) qui reconnaissent spécifiquement les antigénes et les véhiculent
vers le lieu de différenciation des lymphocytes T et B, dans les organes lymphoides
secondaires, permettant la mise en place d'une réponse plus adaptée a I'agression, plus
spécifique et plus puissante. Cette réponse adaptative, basée sur une sélection clonale
des lymphocytes, est plus lente mais plus efficace, surtout lors d'une deuxiéme
rencontre avec I'antigene.

Comme nous 'avons vu au §.I,, les DC jouent un role bien spécifique dans le systeme
immunitaire puisque ce sont les seules cellules capables d’activer les lymphocytes naifs.
Elles sont a l'origine des différents sous-types lymphocytaires, aussi bien effecteurs que
mémoires. Par leurs interactions avec de multiples types cellulaires, elles occupent une
place centrale et permettent de réguler aussi bien le systeme inné que le systéme

adaptatif (Figure 18).
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Figure 18 : Cellules dendritiques et interactions cellulaires

I.1) Activation de réponses immunes

On peut classer les réponses immunes adaptatives en deux grands sous-types : le type 1
est associé a la génération de lymphocytes cytotoxiques CD8+ (CTL) avec ou non la
coopération de LT helper (CD4+) Thl, le type 2 concerne l'activation des LB en
plasmocytes, avec la participation des LT helper Th2. Le choix de la réponse sera
fonction de la nature de I'agent envahisseur. Ainsi, dans le cas d'un cancer ou d’'une
infection intracellulaire, la réponse, orientée contre les cellules modifiées (cancéreuses
ou infectées), sera plutdét Thl. On peut citer la majorité des infections virales, les
bactéries intracellulaires telles que Mycobacterium tuberculosis ou Bordetella pertussis
ainsi que les transformations tumorales touchant a l'intégrité des cellules (nouveaux
antigénes, nouvelles glycosylations...). Dans le cas de bactéries extracellulaires, de
parasites unicellulaires et helminthes (Schistosoma mansoni...), de certaines toxines (de

la bactérie intestinale Vibrio cholerae), ou encore d’allergenes, c’est-a-dire des agents
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solubles ou des entités ne pouvant étre phagocytées directement et nécessitant

I'intervention d’anticorps, ce sont des réponses de type 2.

Cette dichotomie Th1/Th2 est issue du concept élaboré par R. Coffman et T. Mosmann
en 1986 sur l'orientation de la réponse immunitaire et le réle des lymphocytes T CD4+.

En effet, les lymphocytes CD4+ sont capables de se différencier en différents sous-types
qui orienteront les réponses immunes. Cette différenciation est étroitement liée au profil
des DC qui apportent non seulement le signal 1 (CMH II - peptide - TCR) et le signal 2
(molécules de co-stimulation, cf § 1.4.d)), mais aussi le signal 3 (molécules

membranaires ou cytokines) qui polarise les CD4 (Figure 19).
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Figure 19 : Orientation des réponses immunes par les DC (Kapsenberg 2003)

Les deux sous-types se régulent mutuellement, I'IL4 produit par les Th2 inhibant les
réponses Thl et le développement de CD8 cytotoxiques (Erard et al 1993). L'IL4 est
méme soupgonnée d’étre a l'origine de 1'évasion du systeme immunitaire de certains

virus (poxvirus) (Stanford and McFadden 2005).
Le role des DC est fondamental dans le sens ou elles captent en périphérie l'intrusion

d’'un pathogéne, de maniére directe via leurs récepteurs PRR, ou indirecte par les

signaux de danger délivrés par le tissu 1ésé (cf §.1.4.a) et b)) et, aprés maturation et
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migration, délivrent aux lymphocytes les signaux 1, 2 et 3 pour leur activation et leur
différenciation.

Dans ce systeme, les TLR jouent un rdle primordial. La signalisation via certains TLR (3,
7,9) induit une forte sécrétion d'IL12 et une différenciation des CD4 Th1. Les TLR 3, 4, 7
et 9 sont aussi a l'origine de la sécrétion d’'IFNa, ceci favorisant I'activation de CTL pour
la réponse anti-virale. En ce qui concerne les TLR pro-Th2, peu de données sont
disponibles. Le LPS (de E.coli) qui fixe généralement le TLR4 induit de I'lL12p70, mais
sa forme hautement purifiée (de P.gingivalis) fixe le TLR2 et est associé a une réponse
Th2 (Pulendran et al. 2001b). Les récepteurs pour I'helminthe Schistosoma mansoni
(associés a des réponses Th2) ne sont pas encore identifiés.

De méme, les lectines définissent aussi le profil des DC. En effet, un certain nombre de
pathogénes (HIV-1, CMV, Ebola, Helicobacter pilori, Candida albicans...) ciblent DC-SIGN
comme récepteur d’endocytose. Mais, suite a I'observation que ces pathogénes sont
souvent a l'origine d’infections chroniques, il est clairement envisagé qu’ils puissent
cibler spécifiquement cette lectine pour influencer la balance Th1/Th2/Treg a leur
bénéfice.

Les DC restent ainsi le carrefour incontournable pour l'orientation des réponses

immunes.

I.1.a) Les DC dans la différenciation Th1/Th2

Dans le chapitre I, il a été détaillé toute la biologie des cellules dendritiques, dont leur
réle dans I'activation lymphocytaire par présentation d’antigénes et co-stimulation.

La nature du signal 3 a aussi été abordée au niveau cytokinique (§ 1.4.e)), la famille de
I'IL12 étant pro-Th1 alors que I'IL4 et I'IL13 sont pro-Th2 (mais plutét produites par les
LT eux-mémes). La voie Th2 était aussi définie comme la voie «par défaut», en
I'absence de signaux pro-Thl (Moser and Murphy 2000). Cependant, de plus en plus
d’études laissent penser qu'il existe d’autres signaux impliqués dans la différenciation
des LT CD4+, dont notamment les Notch-ligands. Une absence d’IL12 ne conduit pas
forcément a un profil Th2, mais garde les caractéristiques d’'une réponse Th1 (Jankovic
et al. 2002). 11 existe donc bien des signaux non cytokiniques spécifiques a chaque voie,
exprimés par les DC a la suite de leur activation, et qui dépendent de la nature du danger

(Figure 20).
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Th1 ditferentiation Th2 differentiation
Figure 20 : Différenciation Th1/Th2 induite par les DC (Ansel ez al. 2006)

Voie des Notch

Les récepteurs Notch sont des protéines transmembranaires trés conservées,
impliquées dans le développement de nombreux types cellulaires, notamment dans la
moelle osseuse. Il existe chez les mammiféres 5 ligands et 4 récepteurs. La fixation du
ligand entraine le clivage de la partie intracellulaire du récepteur qui rejoint le noyau
pour activer différentes voies transcriptionnelles, dont majoritairement celle du facteur
RBP-Jk.

La voie Notch a été impliquée dans le développement des DC a partir des précurseurs de
la moelle : Jagged-1 permet leur accumulation et inhibe leur différenciation (Cheng et al.
2003) alors que Delta-1 a I'effet inverse et est impliqué aussi bien dans la différenciation
des cellules de Langerhans (Hoshino et al. 2005) que des DC plasmacytoides (Olivier et

al. 2006). La voie de Notch joue aussi un role sensible dans la différenciation thymique
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des LT ; par exemple, 'absence de RBP-Jk altere la génération des LTaf au profit des yd
(Tanigaki et al. 2004).

Son rodle s’étend aussi a la différenciation Th1/Th2 des LT CD4+, car selon le ligand
exprimé par les DC, la stimulation de Notch n’aura pas le méme impact. Les ligands ont
été classés en deux familles : les Delta, plutét pro-Th1l et les Jagged, pro-Th2, bien que
cette dichotomie Delta/Jagged ne soit pas si stricte.

Delta-4 serait plus spécifique de la voie Th1, alors que Jagged-1 serait plus pro-Th2. Le
rapport Delta-4/Jagged-1 peut servir d’indice de prédiction pour l'orientation de la
réponse induite par les DC (Napolitani et al 2005). Celles-ci répondraient aux
pathogénes en modulant leur expression de Notch-ligands : PGE2 et la toxine du choléra
induisent Jagged-2, alors que le LPS induit Jagged-1 et Delta-4 (Amsen et al. 2004). La
voie de différenciation Th2, par I'intermédiaire de Jagged - Notch, est indépendante de
I'IL4 et de sa signalisation (STAT-6). Elle semble agir via I'induction d’expression de
GATA-3. Elle peut par contre promouvoir 'expression d’'IL4, le promoteur du gene de
I'IL4 possédant plusieurs sites de fixation de RBP-Jk. L’IL4 apparait ainsi comme une

voie secondaire d’amplification du profil Th2 des LT.

L’étude de Amsen a montré que I'expression des Notch-ligands est fonction du type de
pathogéne (Amsen et al. 2004). Le LPS, connu pour induire aussi bien des réponses Th1
que Th2, induit Delta-4 via la voie de TLR4 - MyD88, alors que des agents pro-Th2
induisent Jagged-1 de maniére MyD88 - indépendante. De la méme fagon, il avait été
montré que des souris déficientes en MyD88 était dans l'incapacité d’induire des
réponses Th1 mais que les réponses Th2 n’étaient pas altérées (Schnare et al 2001).

La voie MyD88 reste primordiale pour fagonner le profil des DC dans l'orientation Th1

de la réponse immune, ce qui dénote de I'importance des PRR et de leur signalisation.

L’orientation des réponses immunes dépend du profil des DC. La grande question qui
reste encore aujourd’hui est de savoir si les DC sont génétiquement déterminées a un
type de réponse en particulier, c’est-a-dire qu'il existerait des sous-types de DC, certains
pro-Th1l, d’autres pro-Th2. Ce fut le cas au début ou l'on considérait les DC
plasmacytoides comme les DC2 et les DC myéloides comme DC1, jusqu’a ce que 'on

implique les pDC dans les réponses anti-virales (Th1).
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D’autres ont pris en considération les cinétiques de sécrétions de cytokines et ont ainsi
montré que les DC étaient plutdét pro-Thl en début de maturation, alors qu’elles
devenaient pro-Th2 en avanc¢ant dans leur maturation (Langenkamp et al. 2000). Enfin,
si I'on tient compte de la grande plasticité des DC et de leur professionnalisation dans la
reconnaissance des pathogenes par le développement d’un répertoire tres large de PRR,
on peut penser que ce sont seules les conditions de maturation des DC qui influent sur
leur profil et le type de réponse induite. Finalement, peut-étre est-ce un peu des trois
théories mais la découverte des Notch-ligands comme facteurs primordiaux de la
différenciation des CD4 et leur expression différentielle selon le type de pathogéne met
en lumiere la flexibilité et la sensibilité des DC.

Trés récemment, une étude a montré que les DC immatures exprimaient
préférentiellement Jagged-1 (ARNm) et que c’est a la suite d’'une stimulation des TLR
qu’elles expriment Delta-4, ces expressions de Notch-ligands étant directement

corrélées au profil de CD4 induits (Liotta et al. 2008).

La place des DC dans les réponses immunes n’est plus a démontrer mais reste tres

complexe du fait d'une part de leur plasticité, et d’autre part des sous-types rencontrés.

I.1.b) Sous-types de DC et réponses immunes

L’'immunosurveillance des muqueuses et de la peau est assurée par des cellules
dendritiques immatures, spécialisées dans la capture, le transport et la présentation des
antigénes aux lymphocytes T des ganglions lymphatiques drainants.

Parmi ces DC, on peut distinguer trois grands types. Les cellules de Langerhans (LC), que
I'on retrouve préférentiellement dans les couches basale et supra-basale de I'épithélium,
forment un réseau par leurs dendrites en contact avec les cellules épithéliales
(Valladeau 2006). Les DC dermiques ou interstitielles, moins bien caractérisées, sont
présentes dans le tissu conjonctif (le derme cutané et la lamina propria muqueuse)
(Nestle et al 1993). Certaines de ces cellules sont phénotypiquement et
fonctionnellement similaires aux monocytes et pourraient constituer des précurseurs de
LC (Larregina et al. 2001). La distribution des DC dans les tissus muqueux varie selon la

nature de I'épithélium de revétement et I'état inflammatoire du tissu. Les DC des
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muqueuses a épithélium monostratifié (intestin) ou pseudostratifié (poumons) sont
localisées surtout dans la lamina propria , et sont peu représentées dans I'épithélium,
bien que I’émission de dendrites entre une monocouche de cellules épithéliales
absorbantes leur permette de capturer des antigénes (Ag) de la lumiére (Rescigno et al.
2001). Les DC plasmacytoides (pDC) sont des DC non conventionnelles caractérisées par
leur morphologie (similaire a celle des plasmocytes) et leur capacité a produire des
quantités importantes d’interféron de type I en réponse aux virus. Les pDC sont
présentes dans le sang et les organes lymphoides mais ont aussi été identifiées dans les
muqueuses (intestinale et bronchique) et dans le derme au cours de pathologies

inflammatoires (Valladeau and Saeland 2005).

Depuis la découverte des DC, de nombreuses études réalisées in vitro et in vivo, chez la
souris et chez 'homme, ont abouti au concept que ces cellules dendritiques des
interfaces épithéliales, les cellules de Langerhans, étaient les prototypes des DC
immunostimulatrices, spécialisées dans 'activation de lymphocytes T en réponse a des
antigénes ou a l'infection par des pathogenes. Ce dogme a récemment été remis en
question. Ainsi, dans un modele d’infection cutanée avec le virus de I'herpes, il apparait
que le role des LC de I'épiderme se limite au transport des Ag viraux vers les ganglions
lymphatiques, et que ce sont les DC ganglionnaires qui sont responsables de la
présentation antigénique aux LT CD8+ (Allan et al. 2006). Par ailleurs, la déplétion des
LC au moment d'une sensibilisation cutanée avec un hapténe n’empéche pas le
développement de la réaction d’hypersensibilité retardée de contact, et peut méme
provoquer une augmentation de la réponse inflammatoire (Kaplan et al. 2005). Ces
données permettent aujourd’hui de penser que les LC (de la peau et de certaines
muqueuses) ne sont pas indispensables a l'induction de réponses T effectrices mais
qu’elles jouent un role dans le transport des Ag vers les ganglions drainants et qu’elles
sont susceptibles d’exercer un controle négatif des réponses T périphériques
proinflammatoires (par exemple via la transduction de signaux inhibiteurs et/ou

'activation de cellules régulatrices/suppressives).
En revanche, les DC interstitielles des muqueuses (nasale et vaginale) ont été montrées

comme capables de présenter 'Ag ex vivo a des LT CD8+ spécifiques, et d'induire une

immunité T spécifique d’antigenes infectieux (Belz et al 2004). Les données obtenues
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dans des modeles d’'infection (chez la souris) ont montré que les DC résidentes des
ganglions sont efficaces pour présenter I'’Ag et induire l'activation de LT CD8+
cytotoxiques. L'induction de réponses CTL spécifiques pourrait reposer sur au moins
trois populations de DC: les DC interstitielles de la peau et des muqueuses qui migent
vers les ganglions aprés activation, les DC résidentes des ganglions qui captent in situ les
antigénes et des DC circulantes, recrutées sur le site de I'infection et ayant ensuite migré
dans les ganglions.

L’implication de ce dernier type de DC a été mis en évidence par plusieurs études qui ont
exposé les muqueuses a différents agents fortement immunogeénes (tels des virus,
bactéries, la toxine cholérique, la nucléoprotéine (NP) du virus de la rougeole ou encore
des produits chimiques sensibilisants) et ont observé un recrutement accru de DC, ainsi
que de précurseurs (monocytes) au site de l'infection (Etchart et al. 2001; Anjuere et al.
2003) . Le recrutement et la différenciation des monocytes en DC ont été observés a la
suite d'une infection cutanée par Leishmania major (Leon et al 2007).

Le recrutement des DC, de la circulation sanguine vers le site de l'infection, semble
passer par la voie CCL20 / CCR6 car 'application cutanée d’hapténe ou I'injection de la
NP du virus de la rougeole induit une augmentation locale de sécrétion de CCL20 (Le

Borgne et al. 2006).
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Figure 21 : Différents types de DC impliquées dans I’activation ganglionnaire des LT (Le Borgne
et al. 2007)
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Ainsi, qu'il s’agisse de I'induction de réponses T CD4+ ou CD8+ effectrices, il apparait
que ce sont les DC recrutées vers les muqueuses et la peau sous l'influence de stimulus
pro-inflammatoires, et non les DC présentes a I’état basal, qui jouent un role essentiel
dans l'induction de réponses T spécifiques vis-a-vis d’antigenes administrés par voie
muqueuse ou cutanée (Figure 21). Ce nouveau concept revét toute son importance pour
I'induction de la réponse immunitaire consécutive a une infection ou une vaccination.
Pourquoi les DC néorecrutées et non les résidentes sont-elles immunostimulatrices ?
L'une des hypothéses est que ces DC néorecrutées n'ont pas subi l'influence du
microenvironnement épithélial riche en cytokines a fonction suppressive (IL-10, TGF-p)
et sont a un stade de différenciation plus précoce, qui les rend plus sensibles aux signaux
pro-inflammatoires délivrés par I'adjuvant ou I'agent pathogene.

Les DC des tissus périphériques seraient ainsi tres impliquées dans la tolérance
périphérique aux aéroallergénes, aux Ag alimentaires et aux bactéries de la flore
commensale, sans exclure pour autant leur réle dans les réponses immunes qui peut
avoir lieu dans certaines circonstances (conditions fortement immunogénes par

exemple).

En parallele, la ségrégation DC conventionnelles et DC plasmacytoides dans les réponses
immunes n’est plus si stricte aujourd’hui. Il semble plus plausible qu'une coopération
des deux sous-types ait lieu dans bon nombre de réponses.

C’est le cas, par exemple, des réponses pulmonaires au RSV (respiratory syncytial virus),
virus responsable des bronchiolites chez les enfants, ou les deux types de DC sont
impliqués. Une déplétion en pDC conduit a une aggravation des symptomes et une perte
des réponses Thl (Smit et al 2008). Les cDC restent par ailleurs indispensables a
I'initiation d’'une réponse immune, Thl ou Th2. Il est possible d’envisager que la
coopération des pDC avec les cDC réside dans un conditionnement de ces dernieéres, via
I'IFNa et par contact cellulaire, pour I'induction de réponses anti-virales, du moins dans
les poumons. En I'absence de pDC, la réponse est orientée vers le type Th2. L’importance
des pDC dans les réponses anti-virales avait été démontrée en 2003 par I'équipe de
Banchereau qui montrait qu'en leur absence, les LB ne sont plus capables de se
différencier en plasmocytes et de sécréter des IgG (anti virus de I'influenza). L’action des

pDC sur les LB passe par deux types de cytokines, les IFN de type I et I'IL6 (Jego et al.
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2003). La encore, les pDC apparaissent comme un membre indispensable,

conditionneur, de la réponse anti-virale.

IL.1.c) Importance des cellules accessoires dans les réponses immunes

notamment.

e U

Il est admis que ce sont les, mémes DC qui rencontrent Jes T CD4+ et les T CD8+ ( Mis en forme : Police :Calisto MT
. . . , . q o Mis en fi : Police :Calisto MT
(Bennett et al. 1997). Mais, contrairement a ce que 'on pensait auparavant, il n'y a pas (s en forme : Plce :Calisto
[ Mis en forme : Police :Calisto MT
forcément d’interaction simultanée entre ces trois types cellulaires, mais plutdt une
rencontre en série (Toes et al. 1998). Les DC jouent dans ce cas le réle de pont ( Mis en forme : Police :Calisto MT
tempeoreltemporel (« temporal bridge ») entre les T CD4+ et les T CD8+ (Ridge et al. ( Mis en forme : Police :Calisto MT
S o ceps I Mis en forme : Police :Calisto MT
1998). Elles rencontrent en premier lieu les CD4+, induisant leur différenciation en T (s en forme : Plce :Calisto
[ Mis en forme : Police :Calisto MT
«helper » de type 1 (Th1l) qui a leur tour, conditionnent les DC afin qu’elles puissent
activer les T CD8+ en CTL effecteurs et mémoire, ( Mis en forme : Police :Calisto MT
Il existe aussi des interactions directes entre CD4 et CD8, par le biais de I'IL2
[ Mis en forme : Police :Calisto MT

Beaucoup d’études ont mis en lumiere l'importance des cellules T CD4+ dans la
génération des LT CD8 effecteurs et mémoires.

Dans un premier temps, les expérimentations in vivo de rejet d’allogreffes ou in vitro de
réactions allogéniques tendaient a montrer que les CD4 étaient nécessaires a la
génération de réponses CD8 cytotoxiques (Keene and Forman 1982; Bennett et al. 1997;
Wang and Livingstone 2003).

Cependant, des études in vivo ont montré que dans un contexte d’infection virale aigue,
les CD4 n’étaient pas indispensables a la résolution de I'infection (Buller et al 1987).

Ces données ont permis de fonder 'hypothése selon laquelle les LT CD4+ étaient
essentiels pour I'induction d’'une immunité dans un contexte antigénique particulier, tel
que des greffes tissulaires ou des tumeurs, ou les stimulis moléculaires des cellules du

systéme inné étaient absents.
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D’autres études ont complémenté cette hypothése. Dans le cas d’infections chroniques
ou de réponses secondaires (réactions de rappel), les LT CD4 sont clairement
indispensables (Battegay et al 1994). Ceci améne donc a penser que ces cellules helper
ne jouent pas un role prépondérant dans linitiation des réponses cytotoxiques :
I'expansion clonale et la génération primaire des effecteurs. Ils peuvent cependant
favoriser ou du moins augmenter ces réponses.

Par contre, ils apparaissent essentiels dans I'induction d’'une mémoire immunitaire qui
permet a la réponse de durer dans le temps et d’étre réactivée lors d'une seconde
présentation antigénique (Janssen et al. 2003; Shedlock and Shen 2003; Sun and Bevan

2003).

Le role de cellule accessoire ne se limite pas aux LT CD4+. En effet, les NK peuvent aussi
interagir avec les DC et contribuer a leur maturation.

On sait qu'il existe une synapse DC-NK (cf § 1.3.d) qui joue un rdle prépondérant dans
'activation des NK (activité DAK), notamment via la sécrétion d’'IL12 (NK stimulating
factor) par les DC (Borg et al. 2004). L'IL12, avec I'[L18, est un des facteurs primordiaux
pour la sécrétion d’'[FNy par les NK.

Mais, cette interaction cellulaire DC-NK, favorisée par I'état mature des DC (LPS ou
INFa), émet des signaux de maniere réciproque et permet une modulation du profil des
DC (Gerosa et al. 2002). Parmi ces signaux délivrés par les NK, on trouve le TNFa et
I'IFNy, ce dernier jouant un role trés important sur les DC en influencant leur
présentation antigénique (cf § 1.4.e). Les contacts cellulaires semblent aussi importants
mais sont encore mal caractérisés au niveau moléculaire (4.1BB ?) (Pan et al. 2004).

Il a aussi été montré que les NK assurent, chez la souris, la survie des DC dans le
contexte d’'une infection au MCMV (murine cytomegalovirus) (Andrews et al 2003).
Cette survie semble dépendante de la maturation des DC, et selon certains auteurs
pourrait étre due a une expression accrue de certains CMH I (HLA-E) ou encore d'une
différence de sensibilité a 'apoptose médiée par TRAIL (Carbone et al. 1999). Le ratio
NK: DC (qui ne doit pas étre trop élevé) est un facteur qui influe sur l'efficacité de
stimulation, et en particulier sur la survie et la maturation des DC (Piccioli et al. 2002).
Ces intéractions pourraient avoir lieu aussi bien aux sites enflammés ou les NK
circulants sont capables de migrer, ou au niveau des ganglions par les NK résidents

(Campbell et al. 2001b; Ferlazzo and Munz 2004). Les NK sont aussi capables de migrer
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vers les ganglions ou ils peuvent jouer un rdle vis-a-vis des LT CD4 en favorisant les

réponses Th1 (Martin-Fontecha et al. 2004).

Il existe un autre type de LT, exprimant un TCR invariant et partageant certaines
caractéristiques avec les cellules NK (expression de NK1.1 ou CD161), ce sont les NKT.
Ces cellules, que I'on retrouve en grande quantité dans le foie, ont la caractéristique de
reconnaitre des glycolipides particuliers, notamment pathogénes, associés aux
molécules de présentation CD1d, et de sécréter trés rapidement des cytokines (IL4,
IFNY) aprés activation. Il y a de grandes chances que ce type de LT puisse jouer un rdle
dans la modulation des réponses immunes adaptatives, via la maturation des DC, étant
donné que celles-ci sont capables de présenter des antigénes glycolipidiques associés

aux molécules CD1d.

Enfin, les LTyd peuvent eux-aussi interagir avec les DC (Devilder et al. 2006). Comme les
NK et les NKT, ils font partie du systeme inné et sont capables de reconnaitre divers
motifs antigéniques conservés et exprimés de maniere anormale par les pathogénes ou
les cellules tumorales. Par leur profil mémoire naturel, ils peuvent réagir trés
rapidement et moduler précocément les réponses anti-tumorales et anti-infectieuses

(Scotet et al. 2008).

De la méme maniere que les sous-types de DC coopérent pour apporter une réponse a
I'agression la plus adaptée qui soit, les différents acteurs lymphocytaires de la réponse,

innée ou adaptative, interagissent pour moduler cette réponse, I'amplifier ou la réguler.

I.1.d) L'immunité anti-tumorale

Les réponses anti-virales et anti-cancéreuses ne sont pas si éloignées : de nombreux
virus sont responsables de cancers. C’est le cas des virus des hépatites B ou C et
I'induction de cancer du foie, ou du papillomavirus et du cancer de I'utérus
principalement (Frazer et al 2007).

Le systéme immunitaire est impliqué a trois niveaux dans la prévention des tumeurs : il

protege contre les tumeurs viro-induites en éliminant 'infection virale, il contrdle les
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inflammations qui peuvent étre favorables a la tumorigéneése et il surveille de maniére
spécifique 'apparition de cellules tumorales. Ce concept de surveillance immunitaire des
tumeurs existe depuis plusieurs dizaines d’années et se base sur les observations
d’animaux défiscients en certaines composantes de l'immunité qui développent
spontanément des cancers (Smyth et al. 2000; Shankaran et al 2001). Ainsi, on a pu
montrer que les deux versants, inné et adaptatif, du systéme immunitaire étaient
impliqués dans la prévention des cancers. De méme, chez 'homme, des individus
immuno-défiscients (récemment gréffés par exemple) sont plus susceptibles au
développement de maladies malignes, tels que des lymphomes (Buell et al 2005).

On peut diviser ce concept dimmuno-surveillance tumorale en trois phases:
I’élimination des cellules tumorales en développement, 'équilibre de celles-ci (a I'état
«dormant ») avec le systéme immunitaire, ce qui leur permet une survie, et enfin leur
échappement suite a des modifications de leur profil qui sera suivi d'une forte
prolifération cellulaire. Ce troisieme phénoméne met en jeu un nombre considérable de

mécanismes qui seront détaillés ci-apres.

L’élimination des cellules tumorales fait appel a toutes les branches cytotoxiques de
I'immunité, c’est-a-dire la branche innée avec les NK, les NKT et les LTy9, et la branche
adaptative avec les LTof3 CD8+.

Les NK sont potentiellement impliqués dans I'induction d’'une mémoire immunitaire ou

I'interaction CD27-CD70 joue un role important (Kelly et al. 2002).
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Figure 22 : DC et réponse anti-tumorales (Schott 2006)

La reconnaissance et destruction des cellules tumorales par le systeme immun adaptatif
repose sur deux mécanismes : la présentation d’épitopes par les cellules tumorales qui,
ayant métastasé dans les ganglions drainants, sont capables d’activer les LT CD8 naifs a
condition qu’elles expriment aussi suffisamment de molécules de costimulation. Le
deuxieme mécanisme repose sur les APC, et en particulier les DC, qui ont la capacité
d’acquérir des antigénes tumoraux par phagocytose et de les cross-présenter aux LT
naifs aprés migration dans les ganglions (Figure 22). Ce processus présuppose que les
DC aient acquis les antigénes tumoraux dans un contexte favorable a I'induction de leur
maturation, pour leur permettre de migrer, d’appréter les peptides antigéniques et de
présenter un profil stimulateur pour les CD8. Malheureusement, les tumeurs sont
connues pour représenter un environnement peu immunogene.

Cependant, l'infiltration des tumeurs par des lymphocytes (T, NK ou NKT), et non leur
présence dans le sang (Haanen et al. 2006), est associée a un meilleur pronostic dans de
nombreux cas de cancers (Clemente et al 1996). Il a également été décrit des
régressions spontanées de tumeurs (de mélanome, carcinome pulmonaire...), associées
a leur infiltration par des lymphocytes (Zorn and Hercend 1999). Cette particularité a
été largement utilisée dans des stratégies d'immunothérapies passives par injection de

TIL (tumor-infiltrating lymphocytes) (cf §.11.4.). Ces essais ont d’ailleurs montré des
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réponses cliniques objectives (diminution des rechutes et augmentation de la durée de

vie) dans des cancers critiques comme le mélanome (Benlalam et al. 2007).

Mécanismes d’échappement des cellules tumorales

La difficulté d’obtenir des réponses anti-tumorales réside dans la capacité qu’a la
tumeur a exploiter les faiblesses du systéme pour assurer son développement. Elle est
capable d’assurer sa propre croissance par l'induction d’'une néo-vascularisation. Par
ailleurs, les facteurs angiogéniques ont tendance a inactiver le systéme immunitaire (cf
§11.3.b)).

Lorsque des CTL anti-tumoraux sont générés, ils perdent leur fonction cytotoxique une
fois dans l'’environnement tumoral (Janicki et al 2008). Ceci peut s’expliquer par
plusieurs processus. Les cellules tumorales sécrétent des facteurs qui anergisent les CTL
(IDO, TGFB) (Munn and Mellor 2007). Elles expriment aussi des molécules inhibitrices
(B7-H1, HLA-G, HLA-E) pour les LT (Dong et al. 2002; Tripathi and Agrawal 2006). Par
leur environnement immuno-suppresseur, elles peuvent favoriser la différenciation et la
persistance de populations T régulatrices (Terabe and Berzofsky 2004).

La résistance des cellules tumorales a la lyse par les cellules du systéme immunitaire
peut s’expliquer aussi par le fait qu’elles peuvent étre mutées pour les récepteurs
d’apoptose Fas ou TRAIL, ou exprimer fortement des molécules de survie (Shin et al.
2001; Wohlfart et al. 2004).

Un autre mécanisme d’échappement se base sur la présentation antigénique, clé de leur
reconnaissance par les CTL (et les APC). Elles sont capables de se rendre invisibles au
systeme immunitaire par une expression altérée des antigenes de surface : expression
diminuée des antigénes tumoraux spécifiques, en dessous du seuil de reconnaissance
par les CTL. Elles expriment aussi souvent moins de complexes CMH a leur surface
(Campoli et al. 2002). De plus, beaucoup d’antigénes tumoraux sont issus de protéines
ubiquitaires partagées par la majorité des cellules. Du fait de la tolérance centrale et
périphérique, les CTL de forte affinité pour ces antigenes sont délétés, ce qui limite les
chances d’avoir une réponse efficace contre ces antigenes.

Les cellules tumorales sont aussi capables d’avoir une voie de présentation antigénique
propre, légérement différente de celle des APC, ce qui leur permet de générer des

peptides différents qui ne seront pas reconnus par les CTL.
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I1.2) Création d’'une mémoire immunitaire

Les DC, par leur role central dans l'orientation du systeme immunitaire et la
différenciation des lymphocytes, sont a la base d’une des caractéristiques fondamentales
de l'immunité adaptative: la mémoire immunitaire. Cette propriété permet a
I'organisme de garder une trace de l'infection d’'un type de pathogene et de pouvoir
répondre de maniere plus rapide et plus intense lors d'une re-présentation.

On peut ainsi distinguer la mémoire CD4, la mémoire LB et la mémoire CD8, cette
derniere nous intéressant plus particuliéerement dans le cadre de réponses anti-
tumorales.

Elle a la caractéristique de pouvoir se réactiver sans I'aide de LT helpers (en général),
dans les organes lymphoides secondaires ou méme dans les tissus.

On peut les distinguer des cellules effectrices par leur capacité a survivre a la phase de
contraction qui suit I'activation et la prolifération clonale. Ils représentent 5 a 10 % des

LT spécifiques ayant proliféré.

On peut distinguer deux grands types de LT CD8 mémoires : les centraux-mémoires
(TCM) que l'on retrouve dans les ganglions et la rate et qui expriment le marqueur
caractéristique de localisation centrale CCR7, et les effecteurs-mémoires (TEM) qui sont
a un stade intermédiaire, circulent dans le sang et la lymphe et que 'on peut retrouver
dans les tissus (Sallusto et al 1999). Les TEM peuvent réagir de manieére trés rapide vis-
a-vis de I'antigene mais les TCM ont une action qui dure plus longtemps.

La difficulté réside dans leur identification précise parmi les autres populations
lymphocytaires, par le biais de marqueurs dont I'expression fluctue au cours de

I'activation du TCR.

Par exemple, les lymphocytes expriment le CD45 ou LCA (leukocyte common antigen),
une tyrosine phosphatase dont il existe différentes isoformes. Les LT naifs expriment
I'isoforme RA mais ont tendance a le perdre apres activation pour laisser place a
I'isoforme RO (Jacobsen et al. 2000). Ce dernier est caractéristique des LT mémoires. Le
RA a cependant tendance a étre ré-exprimé, de maniere intermédiaire, chez les LT

mémoires.
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CD45 est une phosphatase essentielle a I'activation des cellules T et B, en favorisant les
contacts cellulaires, et régule I'adhésion et la migration des cellules immunes. Son réle
au niveau de la synapse immunologique dépend de sa localisation et peut étre activateur
ou inhibiteur (Johnson et al 2000). Il semblerait que ce soit les isoformes RA, B ou C qui
régulent positivement l'activation des cellules naives. L'isoforme RO, par contre, qui est
exprimé a la terminaison de la réponse immune primaire, s’homodimérise de maniere

rapide pour réguler négativement la signalisation du TCR (Xu and Weiss 2002).

On observe une régulation similaire pour les deux récepteurs CD27 et CD28, qui
caractérise la « dédifférenciation» des LT effecteurs en LT mémoires, avec la
réacquisition de caractéristiques de LT naifs. Ces cellules naives sont doublement
positives, perdent le CD28 aprés stimulation du TCR, puis le CD27, mais ces deux
molécules sont réexprimées lors de la différenciation en cellules mémoires. CD27 est
d’ailleurs nécessaire pour la génération et la maintenance d’'une mémoire a long terme
(Hendriks et al. 2000). Il semble aussi qu'il coopere avec 4-1BB et 0X40, induits apres
stimulation du CD28, pour conditionner les CD8 mémoires a une seconde expansion
(Hendriks et al. 2005). L’expression du CD27 est inversement corrélée avec I'acquisition

des propriétés cytotoxiques (granules de perforine) par les CD8 (Tomiyama et al. 2004).

On peut aussi caractériser les LT mémoires, CD8 ou CD4, par leur expression de
récepteurs aux chimiokines: CCR7 étant caractéristique des LT naifs et centraux-
mémoires et de leur localisation ganglionnaire, alors que CCR5 (ou CXCRS5 pour les CD4)
marque les LT activés (Campbell et al. 2001a).

De la méme maniere, 'expression de CD62L (L-sélectine) suit d’assez pres celle du CCR7,
du fait de son rdole majeur dans 'adhésion des lymphocytes aux HEV et leur migration
vers les ganglions lymphatiques.

Enfin, le niveau d’expression de molécules cytotoxiques telles que la perforine ou le
granzyme B donne une idée du stade de développement des LT et de leurs propriétés
(au repos ou cytotoxiques). Les TEM possedent généralement de nombreuses vésicules
cytolytiques qui leur permettent d’étre rapidement efficaces lors d’une re-présentation
de I'antigéne. Les TCM, par contre, n’en possedent pas et nécessitent, tels les LT naifs,

une activation de leur TCR et CD28 pour l'induction de granules cytotoxiques (Meng et
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al. 2006). L’avantage certain des LT mémoires réside dans leur plus grande fréquence de

précurseurs par rapport aux LT naifs.

Un dernier caractere qui identifie les LT mémoires, notamment a long terme, est leur
forte expression des récepteurs aux cytokines essentielles a leur survie comme IL7, IL15
(Schluns et al. 2002). Bien que I'IL7 ne soit pas un facteur déterminant pour la
génération des LT mémoires (Sun et al 2006), elle est importante pour leur
homéostasie et leur survie, et I'expression du récepteur est une de leurs caractéristiques
(Kaech et al. 2003). Ainsi les LT mémoires a long terme sont issus d’'une population
CD127high (chaine o du récepteur a I'IL7) (Castellino and Germain 2007).

Chez la souris, certains LT mémoires ont été caractérisés par I'expression du CD122
(chaine B du récepteur a I'IL15 et a I'IL2), corrélée a une forte expression du CD44. Ces
LT mémoires, que I'on appelle aussi Tm1 (Anfossi et al. 2001), correspondent a certains
TEM humains. Ils ont comme caractéristique d’exprimer des NKR (natural Killer
receptor) comme KIR, ceci leur conférant une meilleure résistance a I’AICD et donc une
meilleure survie lors d’'une deuxiéme stimulation antigénique (Ugolini et al 2001).

Ces LT CD44hiCD122+ a phénotype mémoire sont impliqués dans la prolifération
homéostatique que I'on peut observer lorsque I'on transfere des LT naifs chez des hotes
lymphopéniques (Goldrath et al 2000). Cette différenciation homéostatique nécessite
I'interaction du TCR avec des compexes CMH-peptides du soi et l'intervention de

cytokines telles que I'IL7 ouI'lL15 (Schluns et al. 2000).
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Figure 23 : Caractérisation des LT mémoires

La différenciation des LT naifs en effecteurs puis en mémoires est un phénomeéne
inversable puisque les TCM sont susceptibles de donner les TEM puis de nouveau des
effecteurs, lors d'une deuxieme présentation antigénique (Tomiyama et al 2002)
(Figure 23). Ces TEM semblent dans ce cas se subdiviser en deux groupes, une majorité
donnant des LT aux propriétés effectrices et une minorité gardant des caractéres de

mémoires (Schwendemann et al. 2005).

La caractérisation des LT mémoires repose donc sur un ensemble de marqueurs. On
peut considérer les CD8 mémoires a long terme (TCM), susceptibles de donner une
réponse efficace lors d'un deuxiéme challenge avec I'antigene, comme étant des cellules
CD45R0+, avec des niveaux intermédiaires de CD45RA, CD27+, CD28+,
majoritairement CCR7+ et CD62L+, et exprimant des niveaux élevés de CD127. Des
études menées chez des patients atteints de mélanomes, ayant recu un traitement
d'immunothérapie a base de TIL (tumor-infiltrating lymphocytes), ont montré des

réponses objectives de régressions tumorales associées a la persistence dans le sang
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pérphérique de LT CD8+ tumeur-spécifiques a phénotype de mémoires, potentiellement

along terme (CD27+ CD28+ CD45RAint CD45R0+ CD62L- CCR7- CD127+).

Origine des LT mémoires

Plusieurs hypothéses ont été émises concernant la génération de ces lymphocytes, la
premiere (D) étant qu’ils proviendraient de précurseurs particuliers (Figure 24). Cette
hypothése a cependant été abandonnée lorsque des études génétiques ont montré que
les lymphocytes CD8 mémoires dérivaient de cellules ayant produit de 'ARNm codant
pour le granzyme, c’est-a-dire des cellules aux propriétés cytotoxiques (Jacob and
Baltimore 1999). Ces données suggérent que la différenciation des LT naifs en LT
effecteurs, puis mémoires, serait un phénomeéne linéaire. L’équipe de Lanzavecchia a
ensuite proposé que leur différenciation dépendrait de la durée de la stimulation
antigénique (A) (Lanzavecchia and Sallusto 2000) mais cette hytothése a été infirmée
par d’autres études montrant qu’'une stimulation antigénique courte était suffisante
pour induire une différenciation en LT effecteur (van Stipdonk et al. 2001). De plus,
moduler la dose d’antigéne influence plus le nombre de cellules recrutées que leur taux
de division. Les co-signaux du TCR (C) (théorie de Huang) pourraient aussi influer et
étre déterminants dans l'orientation effecteurs / mémoires des LT (Huang et a/. 2000).
Un dernier modele a été proposé par I'équipe de Ahmed (Kaech and Ahmed 2001) ou les
LT mémoires seraient issus du pool de LT effecteurs qui auraient survécu a la phase de
contraction de la réponse primaire a I'antigene (B) (théorie privilégiée dans la figure ).
Leurs résultats montrent que les LT activés par I'antigéne sont capables de mettre en
place un programme de différenciation complet de I'état naif vers I'état effecteur, puis

I’état mémoire.
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Figure 24 : Théories pour le développement des LT CD8 mémoires (Walzer 2001)

Personnellement, je privilégie plutoét la derniére hypothese selon laquelle les LT
effecteurs et les LT mémoires proviennent d’'un précurseur commun car étant donné les
faibles fréquences de clones spécifiques de I'antigéne, une origine séparée induirait trop
d’aléats dans la génération des effecteurs ou des mémoires. Cependant, il ne faut pas
exclure que les conditions de maturation des DC, leur profil d’expression en co-signaux
et la durée d’intéraction LT-DC détermine la différenciation et la survie des LT mémoires
al'issue de la phase de contraction.

Dans cette optique, plusieurs études chez la souris ont montré que les conditions de
maturation des DC, et notamment la présence ou pas de signaux « helpers » provenant
des CD4, influait sur la génération des CD8 mémoires. Ainsi, les CD4 helpers, bien que
non indispensables pour la différenciation de LT effecteurs (dans des conditions
immunogenes d’infection aigiie), le sont par contre pour la génération d'un pool de
cellules mémoires susceptibles de répondre a une deuxieme présentation antigénique
(Shedlock and Shen 2003; Sun and Bevan 2003). Les CD8 sont programmés des le

départ, lors de la premiére présentation de l'antigene, a devenir effecteurs puis
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mémoires, et a redevenir effecteurs au deuxiéme contact avec I'antigene (Janssen et al.
2003). Les CD4 sont ainsi primordiaux dans la maturation des LT CD8 et en leur
absence, ceux-ci ont un profil plus proche des TEM (CD44int CD122hi) que des TCM
(Khanolkar et al. 2004), ce qui limite leur prolifération et leur survie a long terme. Par
contre, d’autres études ont montré que les CD4 étaient plus importants dans la
maintenance des CD8 que dans leur programmation (Sun et al 2004). Il semblerait
qu’ils leur assurent une meilleure survie en les protégeant de I’AICD et en contrant les
effets pro-apoptotiques de TRAIL (Janssen et al. 2005). En fait, il se peut que les CD4
soient tout aussi importants dans la programmation des CD8 mémoires, en passant par
un conditionnement des DC, que pour leur maintenance (Figure 25). L'importance des
CD4 dans la génération des CD8 mémoires pourrait dépendre des conditions de départ
d’activation du systéme immunitaire. C’'est-a-dire que des circonstances d’infection
aigiie, favorisant une forte maturation des DC, peuvent étre suffisants pour induire des
CD8 effecteurs susceptibles de progresser en mémoires, les CD4 apportant
probablement des facteurs de survie supplémentaires. Par contre, dans un context peu
immunogene tel que des tumeurs, les CD4 helpers sont essentiels du début a la fin,
accompagnant l'activation des DC, puis celle des CD8 en effecteurs puis en mémoires.
Des études récentes ont contredit cette hypothése en affirmant que I'absence de CD4
n’altérait pas l'induction et la maintenance de CD8 mémoires (spécifiques de
I'ovalbumine) (Shi and Xiang 2006). Cependant, 'absence de CD4 ne signifie pas
I'absence de signaux helpers, et il est fort a parier que d’autres types cellulaires comme

les NK ou les LTyd sont impliqués dans ces réponses mémoires « CD4-indépendantes ».
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Figure 25 : Mémoire CD8 et aide CD4 (Kaech and Ahmed 2003)

Castellino et coll. ont montré des faits intéressants (chez la souris) concernant les
interactions DC-CD4-CD8. En effet, ils ont constaté que les DC, suite a I'interaction avec
les CD4 helpers, sécrétaient des chimiokines (CCL3, CCL4) permettant I'attirance des
CD8 (Castellino et al. 2006). Ce trio cellulaire serait alors essentiel a la différenciation
des CD8 a phénotype de mémoire a long terme ou centraux, exprimant CD27, CD28 et,
de maniére trés forte, la chaine alpha du récepteur a I'IL7 (Castellino and Germain
2007).

Enfin, il a été montré qu’alors que les LT naifs nécessitaient une stimulation antigénique
aussi courte que deux heures pour étre activés (van Stipdonk et al 2001), les LT
mémoires quant a eux sont dépendants d’une exposition longue a I'antigéne (Bachmann

etal.2006).

Considérant toutes ces données sur la différenciation des LT mémoires (CD8 en
particulier), il apparait clairement que les DC y jouent un rdle capital en intégrant tous
les signaux provenant de leur environnement (pathogenes, inflammatoires mais aussi
helpers) et en apportant une réponse adaptée. L'efficacité d’'une réponse CD8, effectrice
et mémoire, sera dépendante d'un certain nombre de facteurs. En premier lieu, les
conditions de maturation influencent le profil des DC, qui n’est probablement pas

homogéne au sein de cette population migrante et résidante des ganglions. Ceci
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implique qu’il peut y avoir des disparités au sein de la population CD8 spécifique (déja
rare a l'origine). Ensuite, le nombre et la durée d’intéractions des CD8 avec les DC
déterminent les parametres de I'exposition antigénique et des co-signaux et ainsi leur
différenciation rapide en effecteurs, ou plus lente en mémoires. La présence ou non de
CD4 helpers (ou autres), qui accompagnent la maturation des DC ou des CD8, est
fonction des conditions de départ et détermine aussi la programmation des CD8 naifs.
Tout ceci peut expliquer les contradictions observées dans les différentes études et le
fait que seulement une sous-population de CD8 activés sera a l'origine des CD8
mémoires.

Il est a noter que la plupart de ces études ont été faites chez la souris, et non confirmées
chez 'homme. Enfin, les modéles in vivo de souris défiscientes ne représentent qu'une
partie de la réalité. Les modeles in vitro, quant a eux, ne reflétent pas les intéractions
entre les cellules spécifiques de I'immunité (DC, CD4, CD8) et leur environnement
(tissus périphériques, cellules endothéliales, architecture cellulaire des ganglions
(stroma, LB..)) qui peuvent guider la réponse immune adaptative. Des facteurs

homéostatiques peuvent influer sur la maintenance des cellules mémoires.

La mémoire CD4

La mémoire CD4 est un phénomeéne beaucoup moins décrit que la mémoire CD8 du fait
de la tres faible fréquence de ces cellules. Cette faible fréquence est une conséquence de
la grande susceptibilité des CD4 effecteurs a l'apoptose (Chambers et al 1997).
Pourtant, les CD4 mémoires peuvent étre d’'une importance capitale dans les réponses
cellulaires, aussi bien que humorales (Rocha and Tanchot 2004). Ils peuvent apporter
une aide aux LB et LT CD8 pendant la phase de maintenance des cellules mémoires ou
encore lors de la réactivation de ces cellules a la deuxiéme présentation antigénique.
Cette dépendance des CD4 mémoires peut étre aussi fonction des conditions
immunogenes de départ.

Il a été décrit que les CD8 mémoires terminaient leur maturation (expression de L-
sélectine, CCR7, bcl-2, capacité a synthétiser de I'IL2) bien aprés la résolution de
I'infection (Wherry et al. 2003) et que cette maturation terminale lente était affectée en
absence de cellules CD4. Ceci présuppose que les CD4 aient eux aussi acquis les
caractéristiques de cellules mémoires. Une autre étude a montré un lent déclin des CD8

mémoires, 90 jours apres infection, chez les souris déficientes en CD4, ce qui confirme
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I'importance des cellules helpers (mémoires ?) dans la génération de la mémoire CD8 a
long terme (Badovinac et al. 2006).

L’activation des CD4 en effecteurs ne nécessite qu’'une courte période de présentation de
I'antigéne. Une présentation prolongée leur est plutot délétere. En fait, la différenciation
des mémoires CD4 semble se déterminer tres précocément lors de la réponse primaire
et leur maintenance serait fonction de facteurs antigéne-indépendants. Cependant, il a
été montré récemment que des LT CD4 mémoires pourraient étre générés
artificiellement par anti-CD3/CD28 et ne montraient pas de différence notable avec des
LT mémoires antigene-spécifiques (Patke et al. 2005). Ceci implique que l'initiation de la
réponse CD4 peut se faire indépendemment de la spécificité du TCR, mais la
programmation en mémoire, leur maintenance et survie a long terme nécessite la
formation de clusters avec des APC qui leur délivrent des signaux primordiaux pour leur
différenciation.

I a pourtant été montré récemment que les CD4 mémoires a long terme étaient générés
a la suite d’une présentation prolongée (a dose modérée) de I'antigene (Jelley-Gibbs et
al. 2005). De la méme maniére que pour les CD8, une présentation courte est suffisante
pour générer des effecteurs mais les cellules survivant a la phase de contraction sont en
nombre tres réduit et gardent des caracteres d’effecteurs-mémoires, ayant de faibles
capacités de prolifération (faible sécrétion d’IL2) et de fonctions effectrices lors d’'une
deuxieme présentation de I'antigéne. Bien que les CD4 et les CD8 présentent des
différences dans la cinétique de différenciation en effecteurs et en mémoires,
I'environnement cellulaire, immun ou homéostatique, joue un réle non négligeable dans

la régulation de ce processus.

I1.3) Régulation des réponses immunes et mécanismes de tolérance

Nous avons vu le réle essentiel que jouent les DC dans l'activation et I'orientation du
systeme immunitaire. Parallelement, leur role s’étend aussi dans le contrdle de ces
réponses et I'induction de tolérance. Les DC sont impliquées dans les phénomeénes de
tolérance centrale, par la présentation d’antigénes du soi aux lymphocytes thymiques, et
de tolérance périphérique, permettant d’éviter les réactions auto-immunes. Elles sont

aussi impliquées dans le contrdle des réactions du systéeme immunitaire vis-a-vis
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d’infections. Pour ce faire, plusieurs mécanismes, comme l'anergie, la délétion, la
suppression, sont mis en place, par le biais de molécules immuno-suppressives (dont
IDO) ou de LT régulateurs.

I1.3.a) Les T régulateurs

La notion de tolérance induite par des lymphocytes fut pour la premiére fois évoquée en
1969 par Nishizuka et Sakakura (Nishizuka and Sakakura 1969). IIs présentaient leurs
résultats concernant une sous-population de lymphocytes T suppresseurs capables
d'empécher une réaction de lymphocytes naifs. Tres controversés, ces résultats seront
oubliés jusqu'a la redécouverte du phénomene par Sakaguchi en 1982 sous le nom de T
régulateur (Sakaguchi et al. 1982). Le terme de T régulateur regroupe en fait toute une
famille de lymphocytes, aux origines variées, dont la fonction va du simple contrdle par

inhibition a la suppression des autres types lymphocytaires.

On peut distinguer les T régulateurs naturels (Treg), CD4+CD25high, qui sont impliqués
dans la tolérance périphérique, c’est-a-dire un controle des réactions immunes vis-a-vis
d’auto-antigenes (suppression des LT auto-réactifs ayant échappé au contole thymique)
ou au niveau de sites particuliérement exposés (voies aériennes) (Jonuleit et al. 2001b).
Leur mode d’action, contact-dépendant, semble reposer sur l'inhibition de sécrétion
d’'IL2 par les LT effecteurs CD4 ou CD8 (Thornton and Shevach 1998). Ils expriment
constitutivement CD25, CTLA4 et GITR et sont issus de la différenciation thymique. Au
départ, on croyait les Treg incapables de proliférer. Depuis, on connait leurs propriétés
d’expansion, en paticulier en réponse aux DC (Yamazaki et al. 2003). Ces Treg, en plus
de leurs propriétés suppressives, peuvent éduquer d’autres cellules T a devenir

régulatrices, c’est le phénoméne d’« infectious tolerance ».

Le deuxieme type de Treg (les Thsup) est qualifié d’acquis ou d’induit (en périphérie) et
concerne les Trl et les Th3. Ces derniers peuvent étre induits par les Treg naturels a
partir des populations CD4+ (Dieckmann et al 2002) ou sous certaines conditions
(absence de signaux de costimulation, cytokines comme IL2+TGFp ou drogues
inhibitrices) (Zheng et al. 2004). La grande différence entre ces deux types majeurs de
Treg réside dans leur mode d’action, les Treg naturels étant contact-dépendants alors

que les Trl et Th3 agissent via des cytokines (IL10 pour les Tr1l et TGFbeta pour les

97


http://fr.wikipedia.org/wiki/1969
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Nishizuka&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sokakura&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sakaguchi&action=edit
http://fr.wikipedia.org/wiki/1982
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=T_r%C3%A9gulateur&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=T_r%C3%A9gulateur&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=T_r%C3%A9gulateur&action=edit

Introduction

Th3). Les Th3 auraient plus tendance a réguler les réponses Th2 et font partie de la
tolérance orale (Weiner 2001), alors que les Tr1 contrélent les réponses auto-immunes
et sont spécifiques d’antigénes tumoraux, pathogénes ou allo-antigénes (Groux et al.

1997).

Les sous-populations de Treg CD4 peuvent aussi étre distinguées par leur expression en
intégrine aE, les Treg naturels ou naifs étant négatifs alors que les Treg induits, antigéne
spécifiques et effecteurs-mémoires sont positifs (Huehn et al. 2004). Il a également été
montré que les Treg, selon leur profil, avaient des capacités de « homing » aux ganglions
lymphatiques différentes : les Treg aE-CD25+ sont aussi CD62L+ et CCR7+, alors que
les Treg induits aE+ qui expriment des taux variables de CD25 ont aussi une expression

variable de CCR7 (Menning et al. 2007; Tosello et al. 2008).

Il existe également des LT CD8+ régulateurs, certains antigene-spécifiques et nécessitant
un contact cellulaire, d’autres agissant plutot par le biais de cytokines comme IFNy, IL6
ou encore IL10. Ces Ts (LT suppresseurs) ont une action ciblée vers les APC elles-méme
en modulant leur profil de maturation (Liu et al. 1998; Chang et al. 2002), ou vers les
populations lymphocytaires CD4 ou CD8 en inhibant leur prolifération et leur fonction
cytotoxique, mais n’auraient pas d’action cytotoxique directe (Balashov et al. 1995). Ces
Ts semblent provenir d'une différenciation de LT CD8+CD28-CD27-CCR7- et I'IL10
semble essentielle aussi bien pour leur mode d’action que pour leur différenciation

(Filaci et al. 2004).

Ce qui semble étre un caractere uniforme, spécifique et essentiel a cette famille de Treg
est I'expression du facteur de transcription FoxP3 (Fontenot and Rudensky 2005),

indispensable a leur développement.

Induction de Treg par les DC

Les DC ont la capacité de réguler 'activation des Treg naturels CD4+CD25+ (Fehervari
and Sakaguchi 2004).

Elles jouent aussi un réle important au niveau de la différenciation des Treg induits
puisque l'on sait que I’expression par les DC de certains marqueurs, comme ICOS ligand

(B7H2) peut conduire a la différenciation de T régulateurs (Akbari et al. 2002). Les DC
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exprimant les ILT (2,3,4) peuvent induire, a partir des CD4 helpers antigéne-
spécifiques, des LT régulateurs ayant toutes les caractéristiques des Treg naturels (Hori
etal 2003).

L’état de maturation des DC est aussi déterminant puisque des DC immatures, ayant
phagocyté du matériel antigénique et acquis les capacités de migrer en dehors de tout
contexte inflammatoire ou infectieux, n’expriment pas de molécules de costimulation ni
d’autres marqueurs de maturation et sont capables d’induire la différenciation de
cellules Tr1 (Jonuleit et al 2000) (Figure 26). D’autres études ont montré que des DC
semi-matures, induites par du TNFalpha seul, seraient aussi a 'origine de Treg (Menges
et al. 2002). Mais les DC, méme a I’état mature (via LPS), sont capables d’induire des
Treg (Verhasselt et al 2004). La balance tolérance / immunité sera fonction des
conditions de maturation des DC. Dans ce contexte, il a été envisagé que la présence de
signaux helpers pendant la maturation des DC était la condition nécessaire pour faire
pencher la balance vers I'immunité plutot que la tolérance (Albert et al. 2001; Bourgeois

etal.2002).

s
(a) Immature DCs [1459] (b) Semi-mature DCs [53.93] (c) Fully mature DCs [67.68]
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Figure 26 : Induction des Treg par les DC (Rutella and Lemoli 2004)

Enfin, il a aussi été envisagé que certains pathogenes avaient la capacité de conditionner

les DC a devenir tolérogénes, soit en empéchant leur maturation, c’est le cas de

Les cellules dendritiques en immunothérapie anti-tumorale : caractérisation et maturation 99



Introduction

Plasmodium falciparum ou de Mycobacterium tuberculosis qui ciblent respectivement
CD36 et DC-SIGN (Urban and Roberts 2002; Geijtenbeek et al 2003), soit en induisant
I'expression par les DC matures de molécules tolérogenes qui favorisent la
différenciation des Treg induits (Schistosoma mansoni, Bordetella pertussis ou le virus
de larougeole) (McGuirk et al. 2002).

D’autres hypotheses ont été émises notifiant que ce sont peut-étre des sous-types de DC

qui sont a 'origine de la différenciation des Treg, comme chez la souris

Effet réciproque des Treg sur les DC

Les Treg agissent directement sur les T effecteurs par contact en inhibant les molécules
de co-stimulation (via CTLA4) ou bien par le biais de cytokines (IL10, TGFbeta).

Ils ont également une action sur les DC. C'est le cas des T suppresseurs CD8+CD28- qui
induisent sur les DC une expression des ILT2,3 et 4 (Suciu-Foca Cortesini et al. 2001) ou
des Treg CD4+CD25+ par 'intermédiaire de CTLA4 qui induisent I'expression d’'IDO (cf
§111.3).

Enfin, ils ont aussi une action en limitant les contacts DC-T, ce qui aura pour
conséquence d’interférer précocement dans I'établissement d’'une réponse immune

spécifique (Tadokoro et al. 2006).

11.3.b) Molécules immunosuppressives

Il existe de nombreuses molécules immuno-suppressives, qui peuvent étre sécrétées par
les tissus (conjonctive de I'ceil), par les LT régulateurs ou encore par les cellules
tumorales. Ces molécules ont pour effet, entre autre, de moduler le profil des DC pour les
rendre tolérogenes (Figure 27).

Une des plus connues est I'IL10, qui peut avoir des effets tres pléiotropiques, et qui
bloque la maturation des DC quand délivrée précocement (Mocellin et al 2003). De
nombreuses études ont démontré l'implication de I'IL10 dans le blocage de la
maturation des DC, et c’est notamment un des moyens employés par certains
pathogénes, comme le cytomégalovirus, pour échapper au contréle du systeme

immunitaire adaptatif.
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L’IFNalpha aussi, sur des DC immatures, peut conduire a un profil tolérogene (Longman
et al. 2007), alors que délivré plus tardivement, il favorise leur maturation. Ceci peut

étre un moyen de controle des réponses anti-virales.

La vitamine D3, comme I'[L10 ou I'IFNy, est aussi connue pour induire 1’expression par

les DC des ILT3 et 4, ce qui leur donne un profil tolérogéne (Manavalan et al. 2003).

Le VEGF, le TGFp, (FGF) sont des substances qui peuvent étre sécrétées par les tumeurs
en situation d’hypoxie (suite a une forte prolifération cellulaire) et qui ont des
propriétés pro-angiogéniques. Ceci est intéressant de voir que les tumeurs utilisent des
processus physiologiques, tel que I'activation de I'angiogénése, pour assurer leur survie,
et que parallelement ces substances libérées agissent de maniere tres forte sur la
maturation des cellules dendritiques. Ceci a pour conséquence d’empécher l'activation
du systéme immunitaire adaptatif et la reconnaissance et destruction subséquente des
cellules tumorales.

Le VEGF circulant, qui est associé a un mauvais pronostic de patients atteints de cancers,
est associé a une plus faible présence de DC, dans la circulation ou dans la tumeur
(Lissoni et al. 2001; Inoshima et al. 2002). Il a une action directe sur les progéniteurs des
DC (Gabrilovich et al. 1998; Dikov et al. 2001). I a également une action sur les DC elles-
méme, par l'intermédiaire de son récepteur Flt-1, en diminuant leur capacité a stimuler
les LT, ceci sans modifier leur profil phénotypique (Laxmanan etal 2005).

Le TGFp, quant a lui, a une action primordiale dans la différenciation des cellules de
Langerhans a partir des progéniteurs CD34+ mais est par contre inhibiteur dans la
maturation des DC. Il diminue leur expression de marqueurs de surface et leurs

capacités de présentation antigénique.

Plusieurs études ont montré que les DC issues de patients atteints de cancer étaient
moins matures, d’'un point de vue fonctionnel, ou que les monocytes étaient amenuis
dans leur capacité a donner des DC (Hasebe et al 2000; Eisendle et al 2003). De
nombreuses substances, libérées par les tumeurs, peuvent étre impliquées, comme la
spermine qui altére la capacité des DC a sécréter de I'IL12, les rendant moins efficaces

dans leur stimulation lymphocytaire (Della Bella et al. 2003).
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L'll6 et le M-CSF ont été démontrés comme impliqués dans la différenciation des
progéniteurs hématopoiétiques vers la lignée monocytaire, ou des monocytes vers les
macrophages, au détriment des DC, ceci pouvant étre prévenu par l'addition d’IL4 ou
d’'IL13 (Menetrier-Caux et al. 1998; Chomarat et al. 2000; Menetrier-Caux et al. 2001).

Enfin, il a été montré que des mucines tumorales comme MUC-1 peuvent interférer dans
la différenciation des monocytes en DC qui acquierent un phénotype régulateur I1L10"

IL12!e (Monti et al. 2004).
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Figure 27 : Interactions des tumeurs avec leur microenvironnement (Gottfried et al. 2008)

11.3.c) IDO

L’'IDO (Indoleamine Dioxygenase) est une enzyme qui s’est fait beaucoup connaitre ces

derniéres années pour son réle tolérogene.

a) IDO et Gestation

Elle a été anciennement décrite dans le contexte du développement feetal car, sécrétée
par les cellules placentaires, elle permet une tolérance de I'h6te (mere) vis-a-vis du
feetus.

En fait, la premiere fois que ce phénomene de tolérance feoetal fut énoncé, c’était en 1953
par Medawar. A cette époque, les progrés de I'immunologie sur la reconnaissance du soi
et du non-soi ont posé la question de la gestation. Medawar a alors évoqué trois

hypothéses: il y a une barriére anatomique entre la mére et le feetus, ce dernier
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n’exprime pas d’antigénes ou le systeme immunitaire maternel est modifié. Les deux
premiéres hypothéses ont depuis été infirmées (Billington 2003). On connait
aujourd’hui un certain nombre de phénomenes a la base de cette tolérance : expression
de CMH I non polymorphiques, cytokines régulatrices (TGFp, IL10) et expression de
FasL (CD95L) qui contribuent a limiter l'activation lymphocytaire a I'interface meére-
feetus (Entrican 2002).

En 1991 déja, la relation entre 'expression d’IDO et la gestation chez 'homme avait été
faite (Kamimura et al. 1991). Ce n’est qu'en 1998 que Munn et Mellor apportent la
preuve que I'IDO tolérise les LT CD8+ maternels spécifiques des CMH I paternels (Munn
et al. 1998). Cette découverte a alors mis I'IDO en premiére ligne des phénomenes de
tolérance.

Mais I'implication de I'IDO dans le développement fcetal est encore controversée car elle
se fonde aussi sur des effets non spécifiques et non immunosuppressifs. En dégradant le
tryptophane environnant, elle empéche la formation de sérotonine, molécule
vasoconstrictrice, et assure ainsi un afflux sanguin régulier et suffisant, nécessaire au

bon dévelopement du feetus (Bonney and Matzinger 1998).

B) Rdles et expressions d'IDO

Son rdle tolérogéne ne s’arréte cependant pas au développement feetal.

Elle a été également impliquée dans les phénomeénes de tolérance lors de greffes
allogéniques. Une étude a comparé le taux d'IDO (ARNm) dans les DC et monocytes de
femmes enceintes et de patients ayant subi une greffe et ont constaté que ce taux élevé
d’IDO pouvait étre corrélé a la tolérance allogénique. Les patients leucémiques ayant une
réaction aigiie vis-a-vis du greffon allogénique (aGvHD) en exprimaient pas ou peu

(Steckel et al. 2003).

Il a été montré que les cellules tumorales en exprimaient de fortes quantités et que
C’était un autre moyen d’échapper au systeme immunitaire (Friberg et al 2002;
Uyttenhove et al. 2003). Cependant, la preuve n’est pas encore faite que ce sont les
cellules tumorales elles-méme qui expriment IDO ou si elles induisent le recrutement
d’APC exprimant IDO. Le fait est que dans un contexte tumoral, les ganglions drainants
sont souvent infiltrés d’APC positives pour IDO (Munn et al. 2002; Lee et al. 2003). 1l a

toutefois été montré chez la souris que le gene IDO était sous contrdle de I'adaptateur
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Bin-1, souvent atténué dans de nombreux cancers humains, et que l'utilisation
d’inhibiteurs d’IDO pouvaient augmenter l'efficacité de drogues chimiothérapeutiques

anticancéreuses (Muller et al. 2005).

Le mode d’action d'IDO est multiple: en dégradant le tryptophane (acide aminé
essentiel) dans 'environnement des LT activés, elle les maintient en anergie et les
empéche de proliférer (Munn et al. 1999; Hwu et al. 2000). Ces cellules bloquées en
phase G1 du cycle cellulaire sont plus sensibles a I'apoptose (Lee et al. 2002b). De plus,
les métabolites issus de la dégradation du tryptophane ont un réle pro-apoptotique. En
effet, le tryptophane est dégradé par I'IDO en premiere étape, puis s’ensuit une cascade
enzymatique, aboutissant a l'acide quinolinique. Cet acide, avec les kynurénines et
I'acide anthranilique sont des composés toxiques et pro-apoptotiques in vitro pour
certaines cellules sensibles comme les LT activés et les cellules NK (Fallarino et al. 2002;

Frumento et al. 2002; Terness et al. 2002).

v) Le tryptophane : métabolisme et régulation

L’IDO est une enzyme qui catalyse le clivage oxydatif de 'anneau indole de diverses

molécules, dont le tryptophane (Figure 28).
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Figure 28 : Métabolisme du Tryptophane par la voie des kynurénines (Grohmann et a/. 2003)

Le tryptophane est aussi utilisé par d’autres enzymes, notamment pour la synthese de la
sérotonine, ainsi que par la WARS (tryptophanyl tRNA synthetase) qui est a la base des
complexes ARNt-tryptophane et est impliquée dans la synthese protéique. Cette
derniére est, comme I'IDO, inductible par I'I[FNy et inhibée par le TGFB (Rubin et al.
1991; Yuan et al 1998). Comme IDO, la WARS est également inductible par CTLA4
(Boasso etal. 2005).

Un autre point qui est essentiel a prendre en compte dans la dégradation du
tryptophane est son transport vers la cellule, étant donné que IDO est de localisation
cytoplasmique. Ce transport fait appel au systéme L, spécifique des acides aminés
neutres, qui se compose du CD98 (chaine lourde) associé a une chaine légere LAT1 (ou

LAT2 plus rarement). Son expression a été mise en évidence sur les cellules placentaires,
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ce qui souligne son réle important, avec celui de 'IDO, dans le développement fcetal
(Kudo and Boyd 2001). Le systéme L a aussi été décrit sur certaines cellules tumorales
du sein (en particulier négatives pour le récepteur a I'cestrogéne) et participe ainsi a
leur évasion du systeme immunitaire (Travers et al. 2004). IIs ont d’ailleurs montré que
I'inhibiteur spécifique de l'activité d’IDO, le 1-méthyl-DL-tryptophane (1MT), avait
également une action au niveau du systéme L en favorisant I'efflux du tryptophane de la
cellule. Il est intéressant de noter que ce systeme L permet également la capture de la

kynurénine environnante (Hara et al. 2008).

6) Induction d’'IDO

IDO est une enzyme inductible par I'lFNy, ainsi que les IFN de type |: STAT1, IRF-1 et
NF«kB dépendante (Yasui et al. 1986; Baban et al. 2005). Elle est également induite par
CTLA4, chez la souris ou chez 'homme (Grohmann et al. 2002; Munn et al. 2004). Ceci
implique que des cellules exprimant CTLA4 (comme les Treg) peuvent induire
I'expression d'IDO sur les DC, qui a leur tour deviennent tolérogénes et peuvent
potentialiser 'action des Treg en limitant la prolifération des LT effecteurs. Mais
'activité enzymatique d’IDO est un phénomene complexe. L'induction de la protéine
nécessite un premier signal (IFNy, PGE2) alors que 'activation de I'enzyme nécessite un
deuxiéme signal, comme du TNFa, des ligands de TLR ou encore la stimulation des
molécules B7-1 et B7-2 lors de I'interaction DC-LT (Munn et a/. 2004; Braun et al. 2005).
Ce dernier phénoméne est d’ailleurs spécifique des LT CD4, ce qui apporte a nouveau un
argument a la théorie du conditionnement des DC par les cellules helpers, ici dans le
contexte de la tolérance et de la régulation immune. Mais la subtilité de ce
conditionnement réside dans le timing des signaux que les DC regoivent, ainsi que dans
la complémentarité et I'antagonisme de ces multiples signaux (cf discussion).
L’expression et l'activité d'IDO peut étre régulée positivement par les cytokines
tolérogenes IL10 ou TGFf. Par conte, I'IL4 (comme I'IL13) semble avoir un effet

régulateur négatif sur IDO (Musso et al. 1994).

€) IDO et immunité
L’'IDO a un role important dans la défense de l'organisme contre les infections :
parasitiques, bactériennes, virales (MacKenzie et al 2007). C'est d’ailleurs son premier

role, qui a été décrit en 1963. Une majorité de pathogenes (bactéries, virus) est sensible
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aux concentrations de tryptophane dans leur milieu environnant et I'IDO apparait pour
I'organisme hote comme une solution efficace pour stopper leur croissance. Elle assure
une défense anti-infectieuse non spécifique.

Elle est exprimée par une grande majorité de cellules, en particulier par les cellules de
I'immunité, dont les macrophages et les DC. Concernant les DC, chez la souris, c’est un
sous-type CD11c+CD19+, différent des DC plasmacytoides, qui exprimerait IDO a la
suite d’'une stimulation des molécules B7 ou du TLR9 (Mellor et al. 2005). Chez 'homme,
il semblerait que ce soit un sous-type CCR6+CD123+ (de DC dérivées des monocytes)
qui I'exprime constitutivement (Munn et al. 2002). Cette population nécesssite de 'I[FNy
pour avoir une activité IDO, du moins a I’état immature.

Cette restriction d'IDO a ce sous-type de DC est controversée par d’autres équipes
(Terness et al. 2005; Lob et al. 2007). L’expression d’IDO n’est pas le fait d'un seul sous-
type de DC, mais apparait plutot comme un mécanisme ubiquitaire de régulation.
L’induction d’IDO accompagne la maturation des DC (PGE2 plus TNFo, ligands de TLR,
stimulation des B7) et est d’ailleurs un phénoméne important pour leurs fonctions in

vitro (migration, activation lymphocytaire) (Hwang et al. 2005).

L’'importance d'IDO et de ses métabolites dans I'immunité est clairement soulignée dans
les pathologies inflammatoires ou la diférenciation des LT CD4 en Treg est fortement
diminuée au profit des Th17 (Romani et a/. 2008). Cette différenciation est fonction des
cytokines environnantes et semble régulée par IDO qui favorise I'expression par les LT
CD4 de Foxp3 et réprime le géne de RORyt, spécifique des Th17 (De Luca et al. 2007).
IDO crée un environnement qui anergize les LT (par la GCN2 kinase) et qui favorise la
différenciation des Treg (Munn et al. 2005; Fallarino et a/. 2006). Il a aussi été montré
que I'IL6 pouvait inhiber IDO, alors qu’en présence de TGFp, elle favorisait I'émergence
de Th17 a la place des Treg (Grohmann et al. 2001; Veldhoen et al 2006). Ceci est un
autre argument en faveur d'une balance entre Treg et Th17 médiée par le catabolisme
du tryptophane. De ce fait, les kynurénines apparaissent aujourd’hui comme une
alternative thérapeutique prometteuse pour les pathologies inflammatoires, auto-

immunes entre autre (Platten et al. 2005).

{) IDO,iNOS et HO-1
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IDO est une enzyme possédant un héme. Elle est de ce fait soumise a I'action d’autres
enzymes, telles que HO-1 (heme oxygenase 1). Cette derniere est impliquée dans la
dégradation de 'héme, aboutissant a la libération de fer, de CO (monoxyde de carbone)
et a la biliverdine, elle-méme convertie en bilirubine. Il en existe 2 isoformes, HO-2 étant

constitutive, HO-1 étant inductible dans des conditions oxydatives et inflammatoires.

Elle est associée a un role tolérogéne, notamment dans le cas de greffes (Sato et al 2001;
Akamatsu et al. 2004). Ce role est en grande partie lié a la libération de CO. Il a ensuite
été postulé que ce role tolérogene était associé a I'activité de Treg. Il a été montré que les
LT régulateurs exprimaient HO1l de maniere différentielle aux LT CD4+CD25-,
expression corrélée a celle de FoxP3 (Hori et al. 2003; Pae et al. 2003). La transfection
cellulaire de FoxP3 induit d’ailleurs I'expression de HO-1 (Choi et al. 2005).

HO-1 est connue pour ses effets anti-prolifératifs, qui seraient dus en grande partie au
CO. Celui-ci a été montré comme capable de bloquer la production d’IL2 par les LT CD4
(Pae et al. 2004). Le CO pourrait étre un des éléments manquants sur les moyens
d’action des Treg. Il diffuserait a travers la membrane jusqu’aux LT effecteurs pour

bloquer leur prolifération (Figure 29).

Figure 29 : Coopérations pour la régulation immune (Brusko et al. 2005)
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Cette théorie d’action des Treg leur permet d’étre efficaces, sans la présence d’APC.
Cependant, leur différenciation et activation nécessite des intéractions préalables avec
les APC, via le TCR (pour la production d'IL2 a laquelle ils sont sensibles), via CD28/B7.
De plus, leur expression de CTLA4 ne leur permet pas seulement de rentrer en
compétition avec le CD28 des LT effecteurs, mais également induit 'expression d’IDO
par les DC. Il a de plus été montré qu'un métabolite d'IDO, I'acide hydroxyanthranilique
(HA), était capable d’induire I'expression d’HO-1 chez une lignée de macrophages (Oh et
al.2004).

HO-1 est inductible par I'lL10 dans les macrophages de souris (Lee and Chau 2002). Elle
est aussi induite par le LPS, 'IFNy ou les molécules inflammatoires PGE2 et NO (oxyde
nitrique), libérées a la suite d’'une blessure. Cette induction d’HO-1 est associée a un
programme de survie chez des macrophages exposés aux radiations UV (Chen et al
2002).

Il existe une boucle de régulation des enzymes HO-1, IDO et iNOS (NO synthase
inductible), qui sont toutes trois induites par le LPS et I'IFNy chez les macrophages
(Figure 30). iNOS produit du NO, impliqué dans les réponses antimicrobiennes et
antitumorales, qui induit HO-1. HA, métabolite d’IDO, induit HO-1, tout en inhibant iNOS.
HO-1, fortement induite, produit du CO, qui a son tour induit IDO et contrecarre les
effets répresseurs de iNOS sur IDO (Oh et al. 2004). Le but ultime de cette régulation est
de produire des agents anti-oxydants susceptibles de limiter les dommages tissulaires
lors d’'une inflammation. On peut imaginer que lors d'une blessure, 'héme libérée est le
substrat principal d’'HO-1 (et non pas IDO), ce qui empéche les effets pro-oxidants de

I’héme.
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Figure 30 : Inter-régulations d'IDO, iNOS et HO-1 chez les macrophages (de souris)

Par contre, chez les DC, la régulation d'IDO et HO-1 est différente, 'IDO active étant
induite lors de la maturation des DC. Nous avons montré que les DC expriment HO-1 a
I'état immature, mais cette expression a tendance a diminuer avec la maturation.
L’'induction artificielle de HO-1 bloque leur maturation, tout en préservant leur
production d’IL10 (Chauveau et al. 2005).

Lors de I’étude de ces enzymes de régulation, il faut tenir compte du type cellulaire et du
contexte. Alors que chez les macrophages le réle majeur de HO-1 et IDO conjointement
est de limiter les atteintes oxydatives, chez les DC, HO-1 qui produit du CO capable
d’interférer dans la prolifération des LT effecteurs, est inhibée par la maturation des DC.
L’IDO, qui est induite plus tardivement et dans certaines conditions de maturation, est
un moyen de régulation de la réponse immune par un contréle des LT effecteurs et une

induction de Treg, ces derniers ayant un mode d’action qui pourrait passer par HO-1.

HO-1, qui est exprimée a la suite d’atteintes tissulaires (par le biais d’héme, de facteurs
de croissance, de cytokines), a des propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes qui
permettent de limiter les dommages. Son réle a été incriminé dans la régulation des
rejets de greffe. Elle semble étre impliquée dans certaines conditions pro-
inflammatoires (psoriasis, greffe de rein) : elles régule I'inflammation en agissant sur les
cellules dendritiques, sur leur présentation antigénique, leur maturation, leur migration

(Kotsch et al. 2007; Listopad et al. 2007).
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Les métabolites d'IDO (3-hydroxykynurenine, 3-hydroxyanthranilic acid) ont également

des actions plutot anti-oxydantes (Christen et al. 1990).

I1.4) Les DC en Immunothérapie Anticancéreuse : histoire, progrés et perspectives

Les traitements actuels des cancers reposent sur trois modalités : chirurgie qui élimine
la masse tumorale, radiothérapie et chimiothérapie qui détruisent les cellules restantes.
Cependant, ces thérapies ne sont pas tumeur-spécifiques et ne permettent pas d’éviter
les rechutes. C’est pourquoi, I'immunothérapie cellulaire, plus spécifique et moins
invasive, s’est beaucoup développée ces dernieres 20 années et apporte quelques

promesses d’amélioration des traitements anti-cancéreux.

En immunothérapie anticancéreuse, il faut distinguer deux sortes d’approches:
I'immunothérapie passive qui consiste a injecter un type d’effecteurs particulier,
préalablement isolés et activés in vitro, et I'immunothérapie active qui vise a activer de
maniere plus sytémique le systéme immunitaire et qui se base sur les principes de la

vaccination, c’est-a-dire 'administration de I'antigéne dans des conditions stimulantes.

A coté de ces deux grands types, des essais d'immuno-modulation non spécifique ont été
tentés utilisant différentes stratégies: l'injection d’IL2, par exemple, permettant
'activation in vivo des lymphocytes tumeur-spécifiques. Ce type de thérapie, bien que
relativement toxique, a cependant montré des bénéfices notables pour des patients
atteints de cancers solides métastatiques (Rosenberg et al. 1998). D’autres modulateurs
immuns, tels que I'IL15, des anti-TGF ou des anti-PD1 font actuellement l'objet
d’investigations.

De nombreux anticorps monoclonaug, ciblant une grande variété de molécules, ont été
utilisés dans des cas de cancers hématologiques. Un des exemples les plus probants de
leur efficacité est le Rituximab, premier anticorps utilisé en thérapie, qui cible le CD20 et
permet de traiter des lymphomes non-hodgikiens (Colombat et al 2001). Le
trastuzumab permet aussi de traiter des cancers du sein exprimant I'antigene HER2 /neu
(Baselga et al. 1996). Cependant, ce genre de thérapie peut comporter des risques

élevés de complications, notamment infectieuses, qui sont souvent difficiles a évaluer
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(Koo and Baden 2008). Les anticorps monoclonaux ont des moyens d’action divers :
ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity), activation du complément ou
inhibition de signalisation de certains récepteurs, comme c’est le cas de I'anti-CTLA4, qui
a permis des réponses cliniques objectives dans 10 a 20 % des patients traités
(mélanome métastatique ou cancer rénal) (Phan et al 2003). Les anticorps
monoclonaux sont aussi utilisés pour cibler les tumeurs et permettre de délivrer in situ
des molécules cytotoxiques. C’est le cas de I'anti-CD70 qui fait actuellement l'objet de
recherches chez I'animal et dont les résultats sont encourageants (Grewal 2008). Les
immunocytokines, qui sont une fusion d’anticorps monoclonaux avec des cytokines,
telles que I'IL2, permettent également d’avoir une action plus ciblée sur la masse
tumorale. Ainsi, I'anticorps scFv23/TNF, qui cible 'antigene HER2 /neu et est associé au
TNF, a permis d'induire en apoptose des lignées cellulaires de cancers pancréatiques

généralement réfractaires au TNF (Lyu et al. 2008).

a) L'immunothérapie passive

L’'immunothérapie passive, ou ACT (adoptive cell therapy), consiste en l'injection de
cellules effectrices comme des TIL (tumor-infiltrating lymphocytes) ou des LAK
(Iymphokine activated killer cell). Ce genre de thérapie a souvent été associé a I'injection
simultanée d’IL2. Les LAK, qui sont des cellules NK activées par IL2, sont difficiles a
obtenir, ce qui a limité leur utilisation en thérapie (Rosenberg et al. 1985).

Les LTyd, pour leurs propriétés cytotoxiques anti-tumorales et leur non restriction au
CMH, peuvent aussi étre utilisées en thérapie. C'est une approche intéressante, qui a été
proposée dans le cas du neuroblastome, ou il est question de combiner anticorps (anti-

GD2), immunocytokine (Fc-IL7) et cellules Tyd (Otto et al. 2005).

L’utilisation de TIL a vu le jour en 1988 avec un premier essai pour le mélanome
(Rosenberg et al. 1988). Cette thérapie a depuis montré de nombreux résultats positifs
et prometteurs, avec régression tumorale et génération d’'une mémoire (Powell et al.
2005). L’efficacité de cette thérapie s’est vue augmentée avec l'application d’'une
lymphodéplétion au patient avant transfert des TIL (Dudley et al 2005). Cependant,

cette stratégie a l'inconvénient de se baser sur un infiltrat tumoral, ce qui exclue les
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patients dont les tumeurs en sont dépourvus. L’isolation de LT spécifiques a la tumeur, a
partir du sang, peut étre une alternative satisfaisante (Vignard et al. 2005).

Les réponses positives de la thérapie par TIL semblent dépendantes du stade de
développement du cancer, puisque le nombre de ganglions envahis est un facteur
déterminant (Khammari et al 2007). Ceci limite aussi le nombre de patients
susceptibles de bénéficier de cette thérapie.

Il faut noter que c’est une stratégie qui cible une voie unique de I'immunité, alors que les
réponses immunes anti-tumorales sont le résultat d'une coopération de plusieurs
médiateurs. A mon sens, il est plus intéressant d’essayer de générer une réponse
immune globale, vis-a-vis de la tumeur. Cette stratégie, 'immunothérapie active, est plus
complete puisque plusieurs populations effectrices, possédant des modes cytotoxiques
différents, peuvent étre activées, mais ceci présuppose que les patients soient immuno-

compétents.

b) L'immunothérapie active

L’'immunothérapie active consiste donc a délivrer de maniére optimale I'antigene afin de
stimuler le systéme immunitaire. On peut ainsi utiliser les cellules tumorales, autologues
ou allogéniques, qui permettent d'immuniser le patient contre 'ensemble des antigenes
tumoraux. La vaccination peut aussi cibler un antigene tumoral particulier (injection de
la protéine entiére, de peptides, d’ARN ou d’ADN, en solution, dans des liposomes ou des
vecteurs d’expression) mais ceci présuppose une connaissance de I'expression
antigénique de la tumeur (Lonchay et al. 2004; Jerome et al. 2006). L'efficacité de ces
thérapies est fonction de la capacité du systeme immunitaire a générer une réponse vis-
a-vis de l'antigene, et est fortement influencée par sa capture et sa présentation par les
cellules spécialisées (APC), mais également par I'expression tumorale de ces complexes
CMH-peptides antigéniques. Les cellules tumorales ayant une forte tendance a perdre
I'expression du CMH, notamment de ’'HLA-A, il est possible de co-injecter de I'l[FNy avec
I'antigéne afin de maintenir cette expression. La combinaison de plusieurs antigénes
tumoraux permet aussi d’outrepasser les phénomenes d’évasion de variants
antigéniques (Qin et al 2005). L’efficacité d’'une vaccination par ADN peut étre
augmentée par son association a une chémokine (SLC) qui permet de cibler plus

directement les DC et les lymphocytes et de favoriser leur rencontre (Qin et al. 2006).
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Bien que ces thérapies permettent I'induction de lymphocytes cytotoxiques anti-
tumorauy, elles ne sont pas systématiquement associées a une réduction tumorale et a
un bénéfice des patients vis-a-vis des récidives (Rosenberg et al. 2005). Ceci pose la

question des conditions de génération d’'une mémoire anti-tumorale a long terme.

Immunothérapie par DC: efficacité

L’alternative la plus prometteuse est l'utilisation d’APC (DC en l'occurrence), qui
présentent les peptides antigéniques en y associant des signaux de co-stimulation qui
permettront une meilleure activation des populations lymphocytaires spécifiques. Il est
possible de charger ces cellules soit par un antigéne tumoral particulier, soit par des
cellules tumorales apoptotiques. Ceci permet leur application a de nombreux cancers,
méme ceux qui ne possedent pas d’antigéne spécifique connu. L’autre avantage de cette
thérapie réside dans le fait que les DC peuvent étre a la base des phénoménes de
tolérance et qu’elles sont aussi en premiere ligne pour l'induction de réponses
mémoires. L'utilisation de DC permet ainsi de controler les mécanismes régulateurs, et
de générer une mémoire immune a long terme. Ce sont des idées plutot attractives, c’est

ce qui a motivé un tel engouement pour cette thérapie.

Les études pré-cliniques ont été relativement prometteuses (Henry et al. 1999; Masse et
al. 2002). Les premiers essais chez 'homme ont démontré des effets thérapeutiques
notables (régressions métastatiques dans le mélanome, réponses objectives de plusieurs
patients atteints de lymphomes B) (Nestle et al 1998; Thurner et al. 1999), mais c’était
selon des méthodes d’évaluation trés disparates : arrét de croissance de métastases,
disparition de symptomes, infiltration lymphocytaire ou encore survie augmentée. Ces
critéres d’évaluation ne permettent pas d’établir précisément un quelconque bénéfice de

la thérapie et peuvent étre confondus avec I'évolution spntanée de la tumeur (Table 8).
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Conventional

Standard: 50% decrease in the sum of the products of perpendicular
diameters of all lesions: no increase in any lesion
RECIST: 30% decrease in the sum of the largest diameters of target

lesions; no increase in any lesion

Nonstandard criteria that lead to confusion {each of these ‘soft’ criteria can occur in the
natural course of cancer growth):

“Tumor necrosis”

“Lymphocyte infiltration”

“Antigen loss”

“Stable disease”

“Shrinkage of some lesions”

“Symptom improvement”

“Survive longer than expected”

Table 8 : Critéres d'une réponse clinique objective (Rosenberg et al. 2004)

(RECIST = response evaluation criteria in solid tumors)

Aujourd’hui, ces méthodes se sont affinées et une étude de 2004 portant sur 35 essais
cliniques de vaccination a montré des résultats beaucoup plus limités : 3,8% de réponse
globale, seulement 7,1% des patients vaccinés par DC ont montré des réponses
objectives (selon les critéres standards actuels d’'une diminution de 50% du diametre
des tumeurs, sans évolution de la maladie) (Rosenberg et al. 2004).

Ainsi, les derniers essais cliniques utilisant des DC ont été quelque peu décevants. Une
étude a méme démontré que la thérapie par DC, dans le cadre de mélanomes de phase
[V, était d’'une efficacité moindre que la chimiothérapie (dacarbazine) (Schadendorf et
al. 2006). Une autre équipe a comparé la vaccination par DC versus un placebo dans le
cadre de cancers de la prostate métastatiques réfractaires aux hormones et n’a montré
aucune différence significative dans la progression tumorale, mais une meilleure survie
des patients traités par DC (Small et al. 2006).

Ces premiers essais nous attirent sur un point important: on ne controle encore pas
bien la biologie des cellules dendritiques et il est nécessaire, dans le but d’améliorer les

réponses de cette thérapie, de prendre en considération tous les aspects de ces cellules.

Immunothérapie par DC : protocoles de culture
Face a ces déceptions, se pose la question des protocoles utilisés (Figure 31). Etant

donné I'hétérogénéité de cette population cellulaire et la grande plasticité des DC, il est
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clair que de grandes différences d’efficacité peuvent résulter des conditions de
production de ce type de vaccin. Le premier essai réalisé en 1996 avait isolé les DC des
patients a partir du sang périphérique (Hsu et al 1996). Cette stratégie est peu utilisée
compte-tenu du tres faible nombre de DC obtenues, méme s’il est possible d’expandre le
nombre de ces cellules circulantes par les « DC-poiétines » (FIt3-ligand, GM-CSF, G-CSF)
(Pulendran et al 2001a).

Les DC peuvent étre générées en grande quantité a partir des monocytes ou des
progéniteurs CD34+4. Un certain nombre d’essais ont utilisé ces progéniteurs
hématopoiétiques mais la plupart des études se base sur les DC dérivées des monocytes
(Mackensen et al. 2000; Palucka et al. 2003). Ces derniers, qui peuvent étre purifiés par
adhérence au plastique, élutriation ou tri par billes magnétiques, sont capables de se
différencier en DC en 5 a 7 jours sous 'effet de GM-CSF et d'IL4 (ou d’IL13 ou d’IL15)
(Sallusto and Lanzavecchia 1994; Goxe et al 1998; Mohamadzadeh et al 2001).
Certaines équipes ont méme mis au point une culture de DC en 2 jours. Ces fastDC
auraient un profil et des propriétés équivalents, voire supérieurs, aux DC « classiques »
(Dauer et al. 2005). Utilisées dans un essai clinique contre le cancer du sein, elles se sont
montrées relativement efficaces (Czerniecki et al 2007). La standardisation des

méthodes de production des DC reste un point clé de cette thérapie (Figdor et al. 2004).

Immunothérapie par DC : méthodes de chargement en antigénes

Les DC immatures peuvent étre chargées en antigenes de différentes manieres : des
peptides purifiés, des protéines recombinantes ou des lysats tumoraux. Les peptides
purifiés ont 'avantage de se fixer directement sur les CMH alors que la protéine entiére
passe par la voie de dégradation du protéasome. Mais l'utilisation de peptides
présuppose une connaissance de '’haplotype des CMH des patients. Le lysat tumoral,
phagocyté par les DC, leur permet de présenter plusieurs peptides antigéniques associés
aux tumeurs, et donc de maximiser les chances d’induire une réponse immune efficace.
D’autres stratégies, comme la transfection des DC par de I’ARN codant pour les antigénes
tumoraux, permet aux DC de produire et de présenter en grande quantité les peptides
associés aux CMH et s’est montré relativement efficace dans le cadre d’un essai contre le

cancer du rein (Su et al. 2003).
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Une fusion entre DC et cellules tumorales est parfois utilisée et a montré quelques
résultats positifs, mais cette technique qui ne présente qu’un faible rendement, est d’'une
efficacité limitée (Avigan et al 2004).

Il est aussi possible de ci

Aujourd’hui, il apparait clair que, indépendemment du mode de chargement des DC, il
est nécessaire de cibler les deux voies de présentation (CMH I et II) afin d’avoir la
coopération des LT CD4 pour I'activation des LT CD8 (Schuler-Thurner et al. 2002).
Enfin, il est possible d’adresser in situ les antigenes aux DC, sans manipulation ex vivo
préalable. Ceci est permis par l'utilisation d’anticorps qui ciblent certaines lectines
comme DEC205, DC-SIGN ou CD71 et permettent une réponse aussi bien CD4 que CD8
(Bonifaz et al. 2002; Tan et al. 2005).

La question de la persistence de présentation antigénique se pose. Les complexes CMH-
peptides n’étant pas stables a la surface des DC, il est possible que ce soit une des raisons
de leur inefficacité (Wang and Wang 2002). La transfection des DC par acides nucléiques
assure ainsi une délivrance antigénique plus durable.

Enfin, le type d’antigéne anti-tumoral reste encore un facteur a déterminer: faut-il
utiliser un antigéne spécifique (quand il existe), une mixture d’antigénes ou un antigene
partagé par de grands nombres de cancers (comme TERT ou survivine) (Nair et al

2000)? La question reste entiére.

Immunothérapie par DC : méthodes de maturation

Les premieres études ont utilisé des DC immatures, que I'on sait aujourd’hui tolérogenes
(Jonuleit et al. 2000). Le TNF a aussi été utilisé mais il induit une maturation incomplete
et réversible (Nelson et al. 1999). La maturation des DC est un point indiscutable pour
leur capacité a activer des réponses immunes (Jonuleit et al 2001a; de Vries et al.
2003b). Les réponses cliniques observées dans un certain nombre d’essais de

vaccination ont été corrélés a I’état mature des DC (Mcllroy and Gregoire 2003).

Certaines études ont utilisé le MCM (monocyte-conditioned medium) qui s’obtient apres
culture des monocytes sur des immunoglobulines immobilisées (Reddy et al 1997;
Thurner et al 1999). Mais l'inconvénient majeur de cet agent de maturation est sa

difficulté de standardisation et sa possible contamination par du LPS. Un cocktail de
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cytokines a ainsi été développé, sur la base du MCM, contenant du TNFa , de 'IL1J , de
I'IL6 et du PGE2, I'’ensemble assurant une maturation irréversible des DC associée a des
propriétés migratoires (Jonuleit et a/ 1997a). Bien que ce cocktail n'induise pas de
sécrétion d'IL12p70, il est toutefois a I'origine de réponses lymphocytaires de type Th1l
(Lee et al. 2002a; Schuler-Thurner et al. 2002).

Le CD40L est aussi un agent de maturation utilisé car il est associé a une forte sécrétion
d’'IL12p70 et favoriserait la présentation croisée d’antigenes (cf §.1.4.d)) (Schlienger et
al.2003).

La stimulation des DC via les TLR reste cependant la meilleure maniere d’'induire une
maturation complete, efficace avec de fortes sécrétions cytokiniques. Malheureusement,
peu d’études cliniques utilisent des ligands de TLR, du fait peut-étre de la difficulté de
les obtenir purifiés dans de bonnes conditions sanitaires (Boccaccio et al. 2002).

Un autre cocktail a été défini dans le but d’'induire une maturation maximale vers le
sous-type 1, associant cytokines inflammatoires et polylC. Ce type de cocktail
nécessitera encore d’autres investigations avant d’étre utilisable en clinique (Trepiakas

etal.2008).

L’autre aspect de la maturation des DC concerne leur délai d’activation. En effet, une
maturation trop poussée conduit a des DC épuisées, réfractaires a des signaux
subséquents, provenant de lymphocytes helpers, et sont également plus sensibles a
I'apoptose, ce qui diminue leurs chances d’activer des LT CD8+ antitumoraux. Les
protocoles cliniques se basent plus actuellement sur des DC maturées 24 heures, qui
sont a un stade intermédiaire de maturation. Plusieurs données laissent a penser que ce
délai pourrait étre raccourci, en particulier le fait que les DC ont leur maximum de
sécrétion cytokinique avant 18h, que leurs intéractions dynamiques avec les LT se
situent entre 10 et 20h et qu'un temps tres court de contact avec les agents maturants
est suffisant pour enclencher leur programme de maturation (cf § 1.3d)). Tout ceci
devrait amener a repenser les protocoles de maturation des DC avant injection aux

patients.
Immunothérapie par DC : migration

Par des marquages de DC utilisées dans le cadre d'un essai clinique, il a été montré que

moins de 5% des DC injectées de maniére intradermique réussisaient a rejoindre les
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ganglions (De Vries et al. 2003a). Depuis, d’autres études (par marquage génétique) ont
montré que cette proportion était en fait plus importante et que les DC persistaient dans
les ganglions jusque 2 semaines (Garg et al 2003). Ceci est suffisant pour que les DC
soient efficaces dans leur role de stimulation des LT spécifiques mais, améliorer la
migration des DC vers les ganglions ainsi que leur survie reste un des enjeux majeurs de
ce type d’'immunothérapie. Dans cette optique, des molécules délivrées dans les
ganglions par les LT CD4 helper, comme TRANCE, favorisent la survie des DC (Josien et

al.2000). Ceci met en relief I'importance de ces signaux secondaires de maturation.

Immunothérapie par DC : voies d’injection

La plupart des essais chez 'homme utilisent la voie intradermique ou intraveineuse.
Lors d’'une injection intradermique, la migration des DC peut étre favorisée par
I'induction d'un contexte inflammatoire au site d’injection via le pré-traitement avec des
cytokines (TNFa) ou des ligands de TLR (MartIn-Fontecha et al 2003; Nair et al. 2003).

D’autres stratégies d’injection des DC ont été utilisées dans le but d’améliorer leur
localisation ganglionnaire, dont l'injection intra-nodale. Cette méthode a cependant
I'inconvénient de détruire I'architecture des ganglions. L'injection intra-lymphatique
peut étre une alternative satisfaisante (Mackensen et al. 1999).

La voie d’injection des DC est un facteur important de la réussite du vaccin: une
injection sous-cutanée, qui colonise les ganglions drainants, favorise la régression des
tumeurs sous-cutanées alors que l'injection intra-veineuse privilégie la rate comme lieu
de développement de la réponse primaire et d’établissement d’'une mémoire et serait

plus efficace vis-a-vis des métastases pulmonaires (Mullins et al 2003).

Une alternative intéressante a I'injection des DC en immunothérapie est I'utilisation des
exosomes. Ces microparticules, libérées par les DC, ont la capacité de présenter des
antigenes, associés aux molécules de CMH (I et II), de CD1 et d’HSP, ainsi qu’a des
molécules de costimulation (CD86). Elles sont ainsi susceptibles de transférer les
antigénes aux DC naives /n situ du patient et d’activer des réponses lymphocytaires
(Thery et al. 2002; Escudier et al. 2005). Elles peuvent aussi étre capturées par les LT
CD4 qui se retrouvent capables d’activer les CD8 par un phénomeéne de présentation

antigénique « T cell-to-T cell » (Xiang et al. 2005; Hao et al. 2007¢).
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11 faut noter qu’'une grande majorité d’essais ont été réalisés dans le cadre du mélanome.
Aujourd’hui, le potentiel des DC a usage thérapeutique est exploité dans des cancers plus
rares et plus difficiles a traiter commes les glioblastomes ou les cancers endocrines
(Schott 2006).

En 2003, plus de 1000 patients avaient été traités par injection de DC depuis le premier
essai de vaccination de 1996. Actuellement, 125 études cliniques utilisant les DC sont en
cours, pour traiter divers cancers tels que les gliomes, le cancer de la prostate, du rein,

du poumon (a petites cellules), du sein....

IIs sont recensés sur le site http://www.clinicaltrials.gov/ct.

Antigen Loading

* Peptides (MHC I-restricted, MHC ll-restricted)

* Proteins

« Ag-Ab complexes, receplor targeting, Hsp-peptide complexes (cross-presentation)

* RNA, DNA (single gene or whole tumor-derived, lysosomal targeting sequences,
genes encoding cytokines, chemokines, co-stimulatory molecules or survival factors)

» Viral vectors

» Killed tumor cells, cell lysates A 4
» Stimulators of NKT cells («Gal-Cer) ~s \---'_)_‘/,47 Vaccination
* Non-tumor Ags (VEGF, VEGFR| =~ 0 = - Dose
- \ * Route (i.d., s.c., i.v.,
,//o- A3 x Aol
k & 1 J intranodal, intratumoral)
. N - Frequency. boosters
= p_ - Pre-condition site (Imiquimod, TNFa)
- o - - In sttu vaccines (including CpG DNA,
DC Maturation ;)/-\ / ~Q Hsp-peptide complexes, DNA vaccines
» CD40L v that express DC survival factors)
* Cytokines
* TLR agonists
* Addition of DC
survival factors
(TRANCE)

DC Generation Immune Monitoring
- Monacytes, GM-CSF, IL-4/IL-13 (MDCs) [ * Blood vs tissue

- CD34* HPCs, GM-CSF, TNF«, TGFp (MDCs + LCs) * Optimal assays?

« Flt-3L, direct purification from blood (PDCs + MDCs) | - Clinical correlation?

Clinical Issues

- Standardized response criteria (WHO, RECIST)

- Clinical setting (metastatic di , minimal residual
disease, adjuvant therapy, maintenance, prophylaxis)

- Combination therapies

Figure 31 : Modalités de vaccinations par DC (O'Neill ez al. 2004)
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D Etude du profil des DC au cours de la maturation : utilisation de
puces a ADN dédiées

1) Introduction

L’utilité des puces a ADN, pour le phénotypage, n’est plus a démontrer. Bon nombre
d’études les ont utilisé, y compris pour les cellules dendritiques. L’avantage de cette
technique est la possibilité d’analyser en une manipulation des centaines de
marqueurs. De plus, c’est une technique fiable et précise.

L’équipe de Dietz en 2000 s’est servi de puces a cDNA immobilisés pour étudier les
changements transcriptionnels des DC myéloides au cours de leur maturation (par le
cocktail de Schuler) (Dietz et al 2000). IIs ont ainsi mis en évidence que les DC
exprimaient entre autre TARC, MCP-1, MCP-2, ainsi que IL7R et IL15R et leurs
ligands, et dans un autre registre IDO. D’autres études ont comparé différents agents
cytokiniques de maturation (CD40L, TNFo, IFNy, LPS) et observé des changements
transcriptionnels propres a chaque signal (Lapteva et al. 2001; Moschella et al 2001;
Messmer et al. 2003; Tureci et al. 2003).

En 2001, Huang et coll. ont étudié le profil de DC en réponse a différents pathogénes
(E.coli, Candida albicans, virus de l'influenza). Ils ont observé un certain nombre de
genes communs, et d’autres plus spécifiques, et ont établi une cinétique
transcriptionnelle des DC, qui corréle assez bien avec les données phénotypiques et
fonctionnelles (Huang et al. 2001).

En 2001, les puces Affymetrix ont aussi servi a étudier des DC conditionnées par des
LT helpers ou au contraire par des LT suppresseurs. Ils ont ainsi montré que les LT
suppresseurs (CD8) induisaient un profil de DC caractéristique, associé a la
régulation des réponses immunes (augmentation de COX2 et de la protéine soluble de
Fas entre autre, diminution de CD43, 0X40L ou TNFR1) (Suciu-Foca Cortesini et al.
2001).

L’équipe de Ahn en 2002 a procédé a une substraction de cDNA, avant hybridation de
puces, permettant d’étudier les génes spécifiquement exprimés par les DC, entre les

deux sous-types lymphoides et myéloides (Ahn et al. 2002).
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La majorité de ces études a utilisé des puces a ADN commerciales, contenant un
nombre relativement important de génes, dont certains ne sont pas spécifiquement
exprimés par les DC.

Nous avons alors essayé de « dessiner » une puce a ADN dédiée aux DC, contenant un
nombre plus limité de genes pour permettre une analyse plus rapide, mais
suffisamment informative pour servir de base a un phénotypage systématique de nos
DC en culture. A partir d’essais faits sur des puces généralistes, ainsi que des données
de la littérature, nous avons mis au point et validé des puces « a fagon », dédiées aux

DC, modulables et permettant une analyse facilitée de leur profil.
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Profiling dendritic cell maturation with dedicated microarrays

Dorian Mcllroy,” Séverine Tanguy-Royer,” Molwenn Le Meur,T Isabelle Guisle,t
Plerre-Joseph Royer,” Jean Léger,! Khaled Meflah,* and Marc Grégoire*!

HINSERM 601 and YOuest Genopole, Nantes, France

Abstract:  Dendritic cell (D) maturation is the
process by which immature DC in the periphery
differentiate into fully competent antigen-present-
ing cells that initiate the T cell response, However,
DC respond to many distinet maturation stimuli,
and different types of mature DC induce qualita-
tively different T cell responses. As DM maturation
involves the coordinated regulation of hundreds of
genes, comprehensive assessment of DC matura-
tion =tatus would ideally involve monitoring the
expression of all of these transcripts. However,
whole-genome microarrays are not well-snited for
routine phenotyping of IMC, a= the vast majority of
nes represented on such chips are not relevant to
DC biology, and their cost limits their use for most
laboratories. We therefore developed a DC-dedi-
cated microarvay, or “IM; Chip”, incorporating
probes for 121 genes up-regulated during DC mat-
uration, 3 genes down-regulated during matura-
tion, 14 DCspecific genes, and M other zenes
with known or probable immune funetions. These
microarrays were used to study the kinetics of DC
maturation and the differences in maturation pro-
files among five healthy donors after stimulation
with tumor necrosis factor-a + polyl:C. Results
obtained with the DC Chip were consistent with
flow eytometry, enzyme-linked immunosorbent as=
say, and real-time polymerase chain reaction, as
well as previously published data. Furthermore,
the coordinated regulation of a cluster of genes
(indoleamine dioxygenase, kynureninase, kynure-
nine monoxygenase, iryptophanyl tRNA
thetase, and 3-hydroxyanthranilate 3.4-dioxygzen-
ase) involved in tryptophan metabolism was ob-
served. These data demonstrate the use of the DC
Chip for monitoring the molecular processes in-
volved in the orvientation of the immune response
by DL J. Leukoe. Biol. T8: T94-803; 2005.

Syn-
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INTRODUCTION

Dendritic cells (DC) are professional antigen-presenting cells,
which are essential for the initiation and regulation of T cell
responzes. Immature DC, resident at peripheral sites, such as
the skin and mucosal surfaces, are specialized in antigen
capture and continually sample =oluble and particulate anti-

T Journal of Leonkoeyie Biology  Volume 78, September 2005
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gens in their local environment [1, 2] They also express
receptorz for proinflammatory cytokines and numerous pattern
recognition receptors [3], which allow them to zenze local
inflammation or the presence of pathogens. These stimuli pro-
voke a differentiation program known as DC maturation, which
results in the secretion of multiple cytokines and chemokines,
inhibition of antigen uptake, migration of DC to secondary
lymphoid organs, and presentation of antigen to T cells [2]. The
magnitude and the nature of the T cell response that is induced
depend. to a large extent. on the presence of costimulatory
molecules, such as CD80, CD86 [4], and zignaling lymphocytic
activation molecule [5), on the DC surface and local production
of eytokines, including interleukin (IL)-12 [6], IL-18 [T]. and
1L-10 [8], by DC.

However, thiz simple. binary view of DC maturation has
been considerably complicated by twe important ohservations.
First, several different DC subtvpes with distinct functional
capacities have been identified. In human blood, for example,
there are three distinet populations of circulating D, charae-
terized by expression of CD11e, CDle. CDN23, and blood
dendritic cell antigen-3 [9], and according to some investiga-
tors, this list should be supplemented by a fourth CD16™
aubset [10]. Work from several groups has shown that these
subtypes of DC are not functionally equivalent [10-13]. Over-
all, it iz becoming clear that mature DC from different DC
lineages have distinct but overlapping functions with respect to
activation of T cellz and the orientation of the T cell response.
Second, even within a single DC lineage, different maturation
stimuli provoke distinet maturation pathways. Hence, depend-
ing on the nature and the timing of the maturation stimulus,
human monocyte-derived DC can preferentially induce T
helper cell type 1 (Thl) or Th2 responses [14-16].

In parallel with these advances in our understanding of the
functional complexity of DC maturation, microarray experi-
ments have demonstrated the complexity of DC maturation at a
melecular level [17-24). In effect, DC maturation is an exten-
sive differentiation program that involves the coordinated reg-
ulation of hundreds of genes. Ideally, an assessment of DC
maturation should take into account the expression of all of
these genes. However, DC maturation is often routinely mea-
sured using 5 to 10 surface markers [for example, CDS3,
DiC-lysosome-associated membrane protein, CD86, CDS0,
CD40, and CC chemokine receptor 7 (CCRT)] and two or three
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secreted molecules such as IL-12 p70 and IL-10. Conse-
quently. more than 95% of the DC maturation program is
effectively ignored. Furthermore, a2 important roles in DC
function are uncovered for more and more molecules, it will
become increasingly necessary to develop more comprehensive
techniques for the phenotyping of DC.

Microarray technology haz made it possible to study the
expreazion level of thousands of genes in parallel. However,
commercially available whole genome microarrays are not par-
ticularly well-suited for routine phenotyping of DC, as the vast
majority of genes represented on such chips are not relevant to
DC biology, and their relatively high cost limits their uze for
most laboratories. We therefore zought to develop DC-dedi-
cated DNA chips a= a tool for DC phenotyping, which would
exploit the advantages of microarray technology and limit the
genes analyzed to 200300 targets relevant for DC biology.
Theze DC-dedicated microarrayz or “DC Chips™ were then
used to study the kinetics of DC maturation and the differences
in maturation profiles between healthy blood donors.

MATERIALS AND METHODS
DC culture

Human peripheral blaod menonuclear eells (PEMC) were abtained from plate-
let demors at the Nantes regional bleod transfusion center. PEMC-enrichad
blead {100-150 ml} was recovered from the dispasable plastie tubing from the
COBE cell separator used for platelet ennchment. Monocytes were purified by
elutnation using a Beckman Avanti J20 centrifuge equipped with a JE3.0 ratar
and an 8-ml elukiation chamber or by using the Monocyte Rosette-Sep kit
{Stem Cell Technologies, Canada). Monocyte purity was assessed by How
cytometry using scatter-gating to define monocyte and lympheeyte populabions.
Monce ytes enriched by Rosette-Sep were 72—-85% pure (median 77.5%, n=4),
and elutriated monoeytes were 84945 pure (median 594%, n="T). Monocytes
were cultured at 2-2.5 % 108 cells/ml in X-vivo 15, supplemented with 500
Ufml recombinant human (th) granulecyte macrophage-caleny stimulating
factor (Schering-Plough, Kenilworth, NJi and 40 ng'ml thIL-4 (specific activity
=5 Uing supplied by AbCys, Paris, France) in hydrophobic culture bags
(Baxter S.A5., Maurepas, France). Cytokines were renewed on day 3 of
culture, and immature DC were harvested at days 6-7. DC maturation was
induced by addition of 10 ng/ml tumor necrosis factor (TNF)-ce (AbCys) or 50
pg'ml palyl:C (3igma, St. Quentin Fallavier, France) or the combination of
these two agents.

DC characterization by flow cytometry and
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

The surface phenatype of [M: was determined using the following antibodies:
anti-CD40 phycoerythrin (PE; mab-89, Beckman-Coulter, Fullerton, CA: di-

luted 1:25), anti-C0&3 PE (HB15a, Backman-Coulter, diluted 1:12.5), and
anti-COE6 fuorescein isothiceyanate (FITC; BUGR, Caltag, 5. San Francisco,
CA: 3.3 pg/ml). The percentage of positive cells was determined relative to the
staining observed with isclype controls [mouse immunoglobulin G1 (1zG1)
FITC and 1gG2b PE (Caltag), 3.3 pg/ml]. Cells were incubated with antibadies
for 30 min at 4°C, washed onee in phosphate-buffered saline, and then
analyzed using 2 FACSCalibur flow cytometer (Becten Dickinson, San Jose,
CA) piloted by Cell{est Pro seftware.

To measure 1L-12 praduction, DC were suspended at 1 % 107 cells/ml in
K-vivo 15, supplemented with cytokines and maturation stimuli. Supernatants
were harvested at 2, 4, 12, 24, and 48 h maturation, and [L-12 p70 was dosad
using a commercial ELISA kit (BD} PharMingen, San Dhego, CAJL Rates of
IL-12 production were then caleulated, assuming constant production over the
time-period analyzed.

RMA isolation, labeling, and array hybridization

Total RNA was extracted from frozen cell pellets using Qiagen RNeasy kits
according to the manufacturer’s protoeol. BNA quantification and quality
control was perfermed using RNA 6000 nano-chips and an Agilent 2100
bicanalyzer { Agilent Technologies, Palo Alto, CA). For hybridization on MWE
Pan Human 20kA micrearrays, total RNA from DiC of three donors was pocled
(20 pg ENA from each donor), reverse-transcribed. and labeled using the
CyScribe post-labeling kit {Amersham-Pharmacia, Little Chalfont, UK. Cy3-
labeled cDNA from immature [ and Cy-S-labeled cDNA from DC matured
under different conditions were resuspended in 35 pl hybridization buffer
containing 30% formamide (IMWG Bictech, Germany) and then hybridized
overnight at 42°C in Telechem hybridization chambers (Proteigene, Saint-
Marcel, France). Slides were washed according te the manufacturer’s instruc-
tions and then dried by centrifugation.

For hybridization on custom microarrays, 10 pg total RNA was reverse-
nanscribed and labeled. Cy3- and CyS-labeled c DN As were resuspendedin 10
pl hybridization buffer containing 50% formamide (MWG Bictech) and then
hybridized as described above. For each sample pair, ane slide was hybridized
for experiments with Donors 4 and 6, and two slides were hybridized in a
dye-swap for experiments with Donor 5. For Donors 7 and 8, two slides were
hybridized for each time-paint using cDNAs prepared from duplicate cultures.
Slides were scanned on a GSI Lumonics ScanArray 400X L (Agilent Technol-
ogies).

Quantitative reverse transcriptase-polymerase
chain reaction (QT-RT-PCR)

For aach gene analyzed, full length DN As were amplified and then subclaned
int the TA-cloning vector (Invitrogen, Carlsbad. CA). The resulting plazmids
were then used to prepare a tenfold diluticn series of amplification standards
from 107 to 100 copies per pl.

For QT-RT-PCR. 1 pg total RNA was reverse-4transcribed using the First
Strand c[INA synthesis kit from Boche (Nutley, NJi. cPNA, aquivalent to 5 or
10 ng BNA. was used a= a template for real-time PCR with the following
reaction conditions: 0.2 mM dNTP, 100 oM primers, 1 U Tag polymerase,
SYBR CGreen diluted 1/20,000 in a final volume of 25 pl. Fox (67 nM) was
included in each reaction as an internal standard. Annealing temperamre and
magnesium concentration were cptimized for each primer pair, as listed in

TABLE 1. Primers and PCR Conditions for Real-Time RT-PCR
MgCla Annealing
Gene symbol Forward primer Reverse primer (mM) Temp.
100 CTTGCTTGEAGAAASCCCTTC TGCOTTTCCAGCCAGACAAA 2.5 55
WARS ATCGCCTCTGECTTTCACATC GLCCAAAATCCCTTTCACTTG 3.5 55
KMO GCATCCTTTCTTCCAAACACG CAGCTTTCAAGGCTTCTCGTC 3.5 55
KYNU TGOOTGOTGETCETTCOTACAA ATCTGCTGOTGAGTTCATGSD 3.5 60
HAAO TCACCACAGAGGTTTECCAAD AACACGAACGTCCATGETGTOG 2.5 60
HPRT TTCAGCACACACAGGGCTACA GEACAGCACTGAACGTCTTSO 25 60

1D, Indoleamine dioxygenase: WARS, tryptophanyl tRNA synthetaze; KMO, kynurenine monaxygenase; KYNU, kynureninase; HAAQ, 3 -hydroxy anthranilate

3. 4-dioxygenaze; HPRT, hypexanthine guanine phosphoribesyl transferase.

Les cellules dendritiques en immunothérapie anti-tumorale : caractérisation et maturation

Meliray et al. DW-dedicated microarrays 795

125



Résultats

Table 1. Standards and samples were amplified in duplicate using an Mx4000
cycler (Stratagene, La Jolla, CA), and product specificity was verified by
melting eurve analysis. For the amplification standards, eyele thresheld (Cry
was plotted against Log g copy mumber to cbtain the standard curve used to
calculate eMNA copy numbers from the Ct observed for test samples. mRNA
manscript copy numbers were calculated assuming a 29% conversion from
BNA 1o <DNA, as indicated in the technical data supplied by the manufac-
wrer. Finally, mBNA copy numbers were calibrated to HPRT expression,
assuming constant expression of this control gene under our experimental
conditions.

Array production and data analysis

Cé-amine-linked S0-mer oligonuclectide probes (MWG Biotech) were resus-
pended in spatting buffer A (MWC Biotech) at a concentration of 50 pM and
then spatted onto e poxy silane-coated slides (MWE Biotech) using a Eurogen-
tec Tobat with eight or 16 pins. Probes were arranged in two 384-well plates so
that each probe was spatted in duplicate by two different pins. For experiments
with cDNA from Doners 4, 6. 7, and 8, each probe was spotted in sextuplicate
on each slide, whereas for analysiz of Donor 5 cDNA, each probe was spotted
in quadruplicate.

Sean data were acquired using SeanArray software, and the resulting TIFF
files were analyzed using Genepix Pro 4.0 to extract median flucrescence
intersities (MFIL Spots with obvicus experimental artifacts were manually
flagged. and then data were analyzed using in-house software (MADSCAN [25],
hitp:liwww.madtaals.orgh. First, MADSCAN physically validates each spat an
a chip and filters cut Hawed data. Second, a Loess fitness algorithm is applied
locally to minimize signal-dependent, nonlinear hiases between the two fluo-
rescence channels [26]. This nomalization curve is constrcted using a set of
invariant genes selected a posterion by the rank invariant method [27]. Mean
values of the Log, fluorescence ratic (M) were then calculated for each gene on
the chip. O the &0 pesitive contral genes represented on [C-dedicated arrays,
40 were found to show invariant expression during the course of DC maturation
and were therefore designated as the invariant control or “cont™ genes. For
each hybridization, the mean (M., and standard deviation (50,,,,,) of the mean
M values of these 49 genes were used to define the limits of differential
expressicn for the other genes on the chip. A given gene, %, was considered to
be significantly induced if the mean M, were greater than M, + 257630,
and significantly repressed if M, were less than M_,, — 2.576 sn,,,. come-
sponding to a P = 0,01, assuming a normal distribution. This analysis takes
inte account differences in the data quality between chips and defines signif-
icant differential gene expression with respect to a predefined set of contrel
genes rather than a thearetical value of M = 0. Threshold values of M, +
2576 8D, vared from 0.5 to 194, corresponding to a Lé- to 2.8-fald
induction.

RESULTS

Design of DC-dedicated microarrays

To zelect the genes for incorporation into DC-dedicated mi-
croarrays, changes in the expression profiles of DC during
maturation were first studied using the generaliat Pan Human
30kA array from MWG Biotech, which incorporates 50-mer
oligonucleotide probes specific for 9850 human genes. Results
from our group had previously shown that maturation can be
induced efficiently in monocyte-derived DC cultured in serum-
free conditions by a combination of TNF-o plus polyl:C [28].
Monocyte-derived DC were therefore prepared from three un-
related donors, and maturation was induced by the addition of
TNF-a, polyl:C, or the combination of both of these agents.
Phenotypic maturation, a= shown by increased surface expres-
sion of CD&6, CDB3, and CD40, was obtained in all three
donors, although to a lesser extent in DG from Donor 2 {Fig. 1,
A=C).
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Fig. 1. Surface phenotype of DC after different maturation stimuli. Monceyte-
denived I were prepared from three unrelated dencrs, and at days 6-7.
maturation was induead by the addition of 10 ng'ml TNF-ce (TNF), 50 pg/ml
polyl:C (pIC), orthe combination of both of these agents (TN F+ pIC). Immature
DC (Im) underwent continued culture without addition of maturation agents.
After 48 h, the surface phenctype of DC was determined by flow cytometry.
Diata are expressed as MFI for CDa6 (A) and CD40 (C) staining, as 1009 of
DIC were positive for these markers in all culture conditions. CD82 expression
(B} is shown as the percentage of viable DC pesitive for CIie3.

Total RNA was isolated from immature TS and DG after
14-16 h maturation. This time-point was chosen, as it repre-
sents the best compromise for the simultaneous detection of
genes with early, intermediate, and late induction kinetica [20].
RNAs from the three individuals were pooled to reduce the
efferts of donor-specific variation, reverse-transcribed, and
then labeled with Cv3 or Cy5. Three arrays were hybridized,
directly comparing immature DC with DC matured with
TNF-ct, immature DC versus DC matured with polyl:C, and
immature DC versus DC matured with TNF-a plus polyl:C. For
each gene, induction or repression was measured by the M
value, which is equivalent to the Log, fold induction. Positive
M values indicate up-regulation during DC maturation, and
negative values indicate down-regulation. Two distinct expres-
sion profiles, with significant overlap, were observed, compar-
ing maturation induced by TNF-e and polyl:C (Fig. 2). Con-
sistent with our flow cytometry and previously publizhed mi-
croarray data [19], TNF-oo was clearly the weaker stimulus,
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inducing far fewer changes in gene expression than polyl:C
(Table 2), and many genes, including IDO and 116, were
induced exclusively by polyl:C but not TNF-zt (Fig. 2). Com-
bining the two maturation stimuli appeared to produce additive
but not synergistic effects, as the great majority of the genes
induced by TNF-a and polyl:C, in combination, was induced to
some extent by one or both of the two stimuli acting alone.
After excluding sequences without well-characterized pro-
tein products (annotated as KIAA or hypothetical proteins in
CenBank), genes that showed differential expression (M=>1.5
or M="—1.5) during maturation in at least two hybridizations
were selected for incorporation into DC-dedicated microarrays.
Cenes with known differential expression in DC. such as
CD&3, CD33, and IL-12a, were incorporated even if these
criteria were not met, or if the gene was not represented on the
MW C30kA array. In addition, genes reported in the literature
az specific for particular DC subsets were selected, as were
genes with known or suspected immunological functions that
had not shown differential expression under our experimental
conditionz. Finally, five negative control and 60 positive con-
trol sequences were selected to give a total 383 genes repre-
sented on the DC Chip. Positive controls were preferentially
drawn from genes involved in basic metabolic processes, such
a2 protein 2ynthesis and energy metabolizm, and were selected

TABLE 2. Summary of Data from MWG 30kA Arrays

Positive  Genes induced  Genes repressed
spots M= 15 M= —15
TNF-at G085 33 36
palykC 8857 126 198
TNF-0t + polyl:C 7572 270 26

IL-8
IL-1p
CDs8

Fig. 2. Comparison of DC maturation induced by palyl:C
versus TNF-x by hybridization on commercial microarrays.
Logz flucrescence ratios (M) are plotted for [ stimulated with
10 ng'ml TNF-ct (x-axis) or 50 pgml polyl:C iv-axis). Each
point refers to the fluorescence ratio of a single spot on the
slide. Positive values of M indicate genes up-regulated after
14=16 h in the presence of the maturation stimulus, and
negative values indicate down-regulated genes. A sample of the
genes showing preferential induction by palylC (R1), comman
induction by polyl:C and THF-oe (B2}, and preferential indue-
tion by TNF-o (R3) are listed, as are a number of genes
down-regulated only by palyl:C (R4 or by both stimuoli (RSL

aver a range of fluorezcence intensitiez to ensure accurate
normalization over the whole detection range of the scanner.
The full list of genes incorporated into the DC-dedicated
microarray is shown in Supplementary Table 1 and summa-
rized in Table 3.

DC-dedicated arrays were initially tested using the same
pools of RNAs hybridized on the MWG 30kA array in the
previous experiments. Overall, there was good concordance
between the two types of arrays. However, the differential
expression of 33 genes observed using the commercial array
was not confirmed with the dedicated array {data not shown).
Twenty-eight of these 33 genes did not have functions related
to DC biology and were therefore likely to be artifacts gener-
ated by the use of a single probe per gene in the commercial
array. Dye-swap experiments demonstrated the reproducibility
of reaults obtained with DC-dedicated arrays but also identified
two genes that gave consistently lower signalz when labeled
with Cv5 az a result of a bias in fluorochrome incorporation.
Overall, 30 genes were found to have given unreliable resulta
in experiments with commercial microarrays, and these genes
are denoted as artifacts in Supplementary Table 1.

TABLE 3. Composition of DC-Dedicated Microarrays

Category No. genes
Positive control al
Negative contral 5
Up-regulated 121
Down-regulated a3
DC marker 14
Immunological function T4
Other 16
Total 383
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TABLE 4. Comparison of the Maturation Response
of DC from Three Donors

Donor  Donor  Donor

No. of genes 4 5 6
Up-regulated At least one time-point 72 109 100
Down-regulated At least one time-point 73 76 29

Use of dedicated armrays to study kinetics
of DC maturation

Dedicated microarrays were then used to study the kinetics of
DC maturation in three unrelated donors. Immature DC from
Donors 4 and 5 were stimulated with TNF-a plus polyl:C, and
cells were harvested at different time-points from 2 to 48 h
after the addition of the maturation stimulus. DC from Donor 6
were harvested at 8 and 48 h after the start of maturation.
Microarrays were hybridized using each donor's immature DC
as a reference sample. The full results of this experiment are
given in Supplementary Table 1. Overall, DC from Donors 5
and 6 up-regulated ~100 genes, whereas those from Donor 4
only up-regulated 72 genes (Table 1). Donors 4 and 5 down-
regulated ~70 genes, and only 29 genes were significantly
down-regulated in DC from Donor 6.

Analyzing the kinetics of the changes in gene expression
(Fig. 3) uncovered two types of maturation response. At 2-4 h
after the induction of maturation, DC from Donor 4 had rela-
tively few up-regulated genes but showed rapid and sustained
down-regulation of many genes. Conversely, in DC from Donor
5, many up-regulated genes were rapidly induced. and few
genes were down-regulated up to 24 h after the induction of
maturation (Fig. 3). Although fewer time-points were analyzed,
the response of DC from Donor 6 closely resembled that of
Donor 5. After & h maturation, up-regulated genes vastly

100
80
60
E Fw
T
-
2
E 20
H
z 40
60 { l Donord
8 g { [ Denors
7/, Donor6
100 -
2 4 8 12 24 48

Maturation time (hours)

Fig. 3. Kinetics of maturation response in DC from three doncrs. The number
of significantly up- and d gulated genes al different time-points after
maturation induced by 10 ng/ml TNF-a plus 50 pg/ml polyl:C is shown for
Donors 4-6. Significant differential was defined relative 1o the 49
invariant contrel genes. Probes giving artifactual results were excluded from
this analysis.
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Fig. 4. Validation of micrearray resalts by flow cytometry and ELISA. (A, B)
Expression of CD83 in DC from Donors 4 isolid bars), 5 (open bars), and 6
(hatched bars) during maturation. (A) Percentage of CD23"% cells by flow
eytometry. Im, Immature DC; TNF+pIC, DC after 48 h maturaticn induced by
10 ng/ml TNFx plus 50 pg/ml polyl:C. (B) Micreamray results for CD832 shown
as Log, fluorescence ratics (M) comparing immature DC with DC matured at
early (T=12 h Donors 4 and 5. T=2 h Donor 6) and late (T=48 h) time-paints.
*, Significant (P<<0.01) differential expression with respect to invariant control
genes. (C, D) Expression of CD86 in DC from Doners 4 (selid bars), 5 (open
bars), and 6 (hatched bars) during maturation. (C) MFI of CD86 staining by
flow cytometry. (D) Micreamray results for CD86 shown as Logy flucrescence
ratios (M) comparing immature DC with DC matured at early (T=12 h Doners
4 and 5, T=8 h Donor &) and late (T=48 h) time-points. *, Significant
{P<0.01) differential expression with respect to invariant control genes. (E, )
Correlation of microarrays results for the expression of [L-12a mRNA with
secretion of IL-12 p70 measured by ELISA in Donors 4 (E) and 5 (F).
Microarray results are shown as Logy fluorescence ratios (M) comparing
immature DC with DC matured at different time-points, ELISA results are
expressed as the rate of production of the cytokine (pg/ml/h) per million DC.
For example, DC from Donor 4 preduced 6.7 pg/ml/h IL-12 p70 over the period
from 12 to 24 h after addition of the maturation stimulus.

outnumbered down-regulated genes, and the number of down-
regulated genes remained low throughout the experiment.

Comparison of DC Chip data with flow cytometry
and ELISA

It is somewhat surprising that microarrays did not detect up-
regulation of standard DC markers in all three of these donors.
To determine whether these microarray results reflected real
phenotypic differences between the donors, microarray data
were compared with the DC phenotypes determined by flow
cytometry and ELISA.

Surface expression of CD83 was clearly detected in mature
DC from Donors 5 and 6. whereas less than 10% of DC from
Donor 4 were CD83™" (Fig. 1A). Microarray data showed early
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Fig. 5. Expression of genes involved in tryptopk bolism during DC ion. Diagram of the major pathways of tryptoph belism in DC. (B-E)

Expression of mRNAs for WARS (@), [DO (¢ ), KMO (M), KYNU (A} and HAAO () in DC from Donor 4 (B, C) and Donor 5 (D, E). mRNAs were quantified
by real-time PCR (B, D) and shown as Log, fold-induction values, corrected relative to HPRT mRNA for direct comparison with the relative changes in mRNA
ion determined by bybridiration on dedicated ys (C, E).

induction of CD83 mRNA in Donors 5 and 6 but not in Donor 48 h). For CD83, CD&6, and 1L-12 p70, the DC Chip therefore
4, which is consistent with the flow cytometry data (Fig. 4B).  gave results that were consistent with standard techniques.
Similarly, mature DC from Donor 5 showed strong surface
expression of CD86 and significant induction of CD86 mRNA.
In Donor 4, surface expression of CD86 was weakly up-regu-
lated. but this slight change was not detected on microarrays,  Despite these differences in the maturation response, many
and in Donor 6. no induction of CD86 was observed by flow  genes showed significant differential expression in all three
cytometry or by microarray hybridization (Fig. 4. C and D). donors. including a cluster of enzymes involved in tryptophan
In addition. the expression of [1-12a mRNA (which codes  metabolism. It has recently become clear that IDO expression
for the p35 subunit of [1L-12), detected by the DC Chip, was by DC is involved in the induction of tolerance in vitro and in
confirmed by I1L-12 p70 ELISA (Fig. 4, E and F). In Donor 4, mouse models in vivo [29-31]. Results obtained with DC-
induction of the IL-12a gene peaked after 12 h of maturation.  dedicated microarrays indicated that in addition to IDO,
Indeed. this was the only time-point at which 1L-12a expres- ~ WARS, KYNU, and KMO were also strongly up-regulated
sion was up-regulated significantly compared with immature  during DC maturation induced by TNF-a + polyl:C. QT-RT-
DC. This peak of mRNA expression preceded [1L-12 p70  PCR confirmed these results (Fig. 5) and showed that microar-
secretion, which reached its maximum from 12 to 24 h after  ray data gave a good. qualitative description of the regulation
maturation (Fig. 4E). In contrast, microarray results from Do-  of these genes during DC maturation. IDO was clearly the most
nor 5 never showed significant up-regulation of IL-12a expres-  strongly induced gene, and WARS, KYNU. and KMO were all
sion, and indeed, IL-12 p70 secretion was barely detected (Fig.  induced to the same extent (six- to 20-fold by QT-RT-PCR).
4F). In Donor 6, significant induction of [1-12a mRNA was  RT-PCR and microarray data showed maximal induction of
detected by microarrays at 8 h but not at 48 h after maturation ~ KMO after only 2 h, and IDO, KYNU, and WARS showed
(Supplementary Table 1). IL-12 p70 secretion was also con-  slower induction, peaking at 12 h. In contrast to the strong
firmed by ELISA for this donor (1 millien DC produced 486 up-regulation of these genes during DC maturation. HAAO was
pg/ml 1L-12 p70 aver 48 h after stimulation with TNF-a+poly ~ not induced. and although microarray data did not reveal
I:C. and no IL-12 p70 was produced by unstimulated DC over  statistically significant regulation of this gene at any time-

Coordinated regulation of genes involved in
tryptophan metabolism during DC maturation

Melivoy et al.  DOC-dedicated microarrays 799
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TABLE 5. DC Chip Reproducibility and Comparisen between Two Donors
Domor
No. of genes 7 a° 7 and 8* 7 not & 8 not 7
Up-regulated 8h 51(71) 66 (O0) 52 9 18
34 h 25(49) 25 (44) 17 11 10
Down-regulated 8h 2 (@) 3 2
34 h 49 (85) 8(13) 6 i 3

Significantly up- and down-regulated genes were determined for each chip individually, and then data were combined as follows. * Figures show the number
of genes significantly up- or down-regulated in both duplicate chips. The number of genes significantly up- or down-regulated in at least one of the duplicate chips

is shown in parenthesis.
hybridizations perfermed at the ime-point indicated. © Cenes were considered to

" (enes were considered to show up- ar down-regulation in beth donars if significant regulation was abserved in at least three of the four

show up- or down-regulation in one donor but not the other if significant regulation

was found in both duplicate hybridizations from the first donor and neither of the duplicate hybridizations from the second donar.

point, RT-PCR indicated that HAAD was weakly down-regu-
lated 24 to 48 h after DC maturation. Overall, there was good
qualitative agreement between microarray and RT-PCR data,
and together, theze results demonstrate the ecoordinated tran-
scriptional regulation of enzymes involved in tryptophan me-
tabolism during DC maturation.

Reproducibility of DC Chip data

For CD83, CD86, and IL-12. differences in the maturation
response between donors that were ohserved by microartay
hybridization corresponded to real phenotypic differences in
DG derived from Donors 4—6. However, it is impractical to
validate microarray data by independent techniques for all of
the genes repregented on the DC Chip. It was therefore impor-
tant to test the reproducibility of resultz obtained with the DC
Chip to determine to what extent apparent differences in mi-
croarray data for any given gene reflect underlying biclogical
differences between samples and not variability from one chip
to another. To address this question, DC from two more donors
were prepared. Immature DC from each donor were distributed
in four separate cultures, and maturation was induced by the
addition of TNF-ae + poly I:C. Two wells were harvested after
8 h and two wells after 34 h matoration. RN A extraction, cDNA
synthesiz and labeling, and hybridization on DC Chips were
performed separately for each well. RNA from immature DG
from both donors was pooled and used as a common reference
sample for all hybridizations. The resultz of this experiment are
given in full in Supplementary Table 2 and are summarized
in Table 5.

Reproducibility between duplicate chips was azsessed in
two ways. First, mean M values from duplicate chips were
plotted (Fig. 6., A=) and found to be highly correlated {mean
=0.90). Correlation coefficients from duplicate data were
significantly higher than those obzerved comparing data from
different donors (mean r*=0.40, P<0.005 by Student’s t-test).
For example, as shown in Figure 6D, the mean M values
observed in DC from Donors 7 and 8 after 34 h maturation are
only weakly correlated, and indeed, a group of genes that are
down-regulated in DC from Donor 7 but not in DC from Donor
8 is clearly visible (Fig. 6D, circled region). Second, qualitative
agreement between duplicate chips was tested after designat-
ing each gene as up-regulated, down-regulated, or showing no
change in expression and then comparing the resulting cate-
gorical data with the weighted x statistic. Duplicate chips were
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found to give good agreement (0.65<k-<0.80), and results
were rather more divergent at 34 h (k=0.66 for Donor 7, 0.69
for Donor 8) than at & h (k=0.80 for Donor 7, 0.77 for Donor
#). In contrast, different permutations of data from two different
doners at the =ame time-point gave moderate agreement at 8 h
maturation {1.42<k=<10.57) and poor-to-fair agreement at 34 h
maturation (0.16<"k<0.32). Hence, differences between do-
nors were greater than differences between duplicate cultures
set up from immature DC derived from the same donor.
Bearing this in mind. it is clear that the expression profiles
of the two different donors diverged over time. At 8 h. a zimilar
number of genes were up-regulated in Donors 7 and 8, and
most of these were up-regulated in both donors (Table 5),
which showed few down-regulated genes at 8 h. In contrast,
more extensive differences were observed after 34 h matura-
tion. Although the number of genes up-regulated at this time-
point was again similar in both donors, a smaller proportion of
these genes was up-regulated in both denors. This is likely to
reflect differences in the kinetics of maturation rather than radi-
cally different maturation programs, as nine of the 11 genes
up-regulated at 34 h in Donor 7 but not in Donor 8 were up-
regulated at 8 h in Donor 8, and similarly, seven of the 10 genes
up-regulated at 34 h in Donor & but not in Donor 7 were up-
regulated at 8 h in Donor 7. However, a more extenzive difference
was obzerved with respect to down-regulated genes, as 44 genes
were down-regulated at 34 h in DC from Donor 7 but not in DC
from Domor 8. Again, this may reflect differences in maturation
kinetics, as down-regulation of gene expression during DC matu-
ration oceurs later than up-regulation. Down-regulation of these
genes may have been retarded rather than abszent in Donor 8.

DISCUSSION
Design of DC Chips

Several clinical and research applications would benefit from
the availability of mutine transcriptional profiling of DC. In
particular, it would significantly increase the power of compar-
isons of different protocols for the preparation of DC destined
for tumor immunotherapy and comparisons of different subsets
of circulating DC in healthy individuals and patientz suffering
from immune pathologies. Currently available commercial mi-
croartays are not well-zuited to these types of application, as

httpedfwww. jleukbic.org

130



Résultats

6 [
<
T 4| A e a
£ 2
E 2 - 2
I £
= 3
~ " L
L] =3
-] g 2
3 i@ 3 Fig. 6. Correlation between microarray results
= s 0191 = = 2= ojg from duplicate cultures. Logs fluctescence ratios
% . (M) are plotted for DC after & h (A} and 34 h (B-11)
ad maturation induced by TNF-a plus pelyl:C. Each
£ 4 2 0 2 4 6 £ 4 2 0 2 4 6 point represents the mean M of sextuplicate prabes
M Donor 7 8 hr Chip B M Donor 7 34 hr Chip B for a single gene. Positive values of M indicate
up-tegulated genes, and negative values indicate
down-regulated genes. Data from duplicate hybrid-
< 6 < 6 N izaticns are shown in (A) Dener 7 DC, 8 b matura-
e a4 2 4 D tion; (B} Donor 7 DC, 24 h matoration; and (C)
r = Danar 8 DC, 34 h maturation. (0¥ Comparison of
te 2 ‘f 2 Dianar 7 DC with Danar & DC at 34 h maturation.
£ £ The circled 1egion indicates genes that were dawn-
a 0 =2 1] regulated in Doner 7 D but not Danar & DEC,
3 ¥
£ = £ =
o a
-4 -4
= r2=0,91 = ”= 0,1q
B 6
6 4 2 0 2 4 6 4 4 20 2 4 8

M Donor 8 34 hr Chip B

the vast majority of probes represented on these arrays have no
relevance for DC bislogy. The main objective of this study was
therefore to develop and validate a new molecular tool for the
atudy of DC that would allow us to measure the expression of
200-300 genes of interest in D(C biology on a routine basis.

The choice of genes to incorporate on DC-dedicated chips
was guided by the results obtained using commercial microar-
rays and by referring to published data. We used 50-mer
oligonucleatide arrays produced by MWG Biotech for the ini-
tial experiments so that results from the commercial arrays and
our in-house microamrays could be compared directly, as the
oligonucleatide probes and hybridization conditions were iden-
tical for the two types of array. This dual approach allowed us
to incorporate several genes that had not previously been
identified as showing differential expression during I matu-
ration, 2uch az BZRP, TLN1, CLEC1, LIR6&. LSP1. and RAC2,
and a number of genes known to be involved in DC biology, but
which were not reprezented on the commercial microarray that
we used (DC-associated lectin-1. DC-specific transmembrane
protein, B7-h2) or did not show strong differential expression at
the time-point analyzed with commercial microarrayzs [IL-12a,
CD&3, CC chemokine ligand 18 (CCL18), TNF-a].

Validation and limitations of DC Chips

The validity of the microarray data we obtained was assessed in
three wayvs. First, results obtained with the DC Chip were
compared with the literature and found to be coherent with
previously published microarray studies. For example. in
agreement with Huang et al. [20] and Tureci et al [23], we
observed rapid up-regulation of a number of proinflammatory

Les cellules dendritiques en immunothérapie anti-tumorale : caractérisation et maturation

M Donor & 34 hr Chip A

cytokines and chemokines, including TNF-w, IL-6, IL-1j,
IL-8. CCL3 [macrophage-inflammatory protein-lo (MIP-1a]],
and CCL4 (MIP-1B). and slower induction kinetics were ob-
served for genes such az CCRY7, CXC chemokine receplor 4,
CD80, CDE6, PA28a, and PA28hb. Second, for a limited num-
ber of genes, microarray data were found to be consistent with
results obtained by flow cytometry, ELISA, and (JT-RT-PCR.
Our DC-dedicated chips did therefore give reliable results. The
sensitivity of the microarrays was also =atisfactory. For exam-
ple, quite low levels of IL-12pT0 secretion by DC from Doner
4 were detected by microarray hybridization.

Third, the reproducibility of DC Chip data was assessed in
experiments hybridizing two arrays with cDNA prepared from
duplicate cultures. Overall, there was good agreement between
duplicates, but differences were not negligible. For example,
genes observed to be up-regulated on one chip were only found
to be up-regulated on the duplicate chip 809 of the time. The
major factor contributing to these differences appears to be
statistical noise. In many cases where results were qualitatively
discordant between duplicates (for example, significantly up-
regulated expression found on Chip A but no significant change
found on Chip B), inspection of M values showed that the same
tendency was often prezent in the duplicate array. Thiz indi-
cates that the technique used to determine significantly up-
and down-regulated genes was not sufficiently powerful, and it
is reasonable to expect that application of more sophisticated
statistical techniques, such as Significance Analysiz of Mi-
croarrays [32], will increase the concordance between dupli-
cates.

Mellvay et al. DC-dedicated microarrays 801
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Two general limitations of microarray experiments also ap-
ply to our data. Firat, it is clear that the fold-induction values
obtained from microarrays are not quantitatively accurate.
Comparison of DNA chip results with QT-RT-PCR reinforced
thi= point and indicated that the principal reason for this
discrepancy may be the limited dvnamic range of the mi-
croarray technology that we used—neither low frequency tran-
scripts nor highly expressed transcripts can be quantified
accurately—and thiz resuliz in underestimation of fold induc-
tion for certain genes. This may also be the reason why the
down-regulation of HAAD expression was not reliably detected
by our microarrays. HAAD mBRNA was reduced from 790
copies/ng RNA in immature DC to 200 copies/ng in Donor 4
and from 1350 to 720 copies/ng in Donor 5. As 10° DC yielded
~10 pg total mRNA, theze values represent two to 13 mRNA
copies per cell, which is at the lower limit of our detection
range where sensitivity iz low, especially for down-regulation.
Owerall, our microarray results must be considered as qualita-
tive indications of up- or down-regulation and not quantitative
measures of gene induction. Second, as mRNA profiling gives
a snapshot of genes expressed at a given time, at least three
time-points (early, intermediate, late) need to be studied for
each condition; otherwise, slight differences in DC maturation
kinetics may be misinterpreted as major differences in the
profile of DC responses.

QOriginal cbservations from DC chip experiments

Although the DC Chip did not give an exhaustive description
of all the transeriptional events occurring in DC, it did allow s
to make several new obaervations concerning DC maturation.
First, our results confirm those of a recent publication showing
down-regulation of CCL18 expreszion during DC maturation
[33]. However, CCL18 was not the only chemokine to show thiz
pattern of expression, as CX3 chemokine ligand 1 (CX3CL1)
expresaion was also strongly diminished in DC from Donors 4.
5, and 7. Recent publications show that there are two populations
of monocytes that differ by their expression of CX3 chemokine
receptor 1 (CX3CR1) and show different pattems of tiszue migra-
tion [34, 35]. Strong expression of CX3CL1 by immature DC could
play a role in recruiting the CX3CR1™ monocyte subset in the
steady state, and down-regulation of CX3CL1 during maturation
could be important in the exclusion of CX3CR1Y monocytes from
sites of inflammation. Second, microarray results revealed matu-
ration-dependent expression of some recently described DC-spe-
cific molecules, such as the lectin CLEC] [36], which was up-
regulated rapidly during maturation of DC from four out of five
donors, and the CD20 like molecule M34AGA [21]. which was
down-regulated in DC from four out of five donora.
Furthermore, we observed coordinated regulation of en-
zymes involved in tryptophan metabolism during DC matura-
tion. It haz recently become clear that 1D expression by DC
plays an important role in the maintenance and induction of T
cell tolerance. However, the precize mechanizm involved re-
mains controversial. According to Munn and colleagues [37]. T
cell activation in the absence of tryptophan induces anergy.
whereas other groups have proposed that IDO acts by the
accumulation of toxic tryptophan metabolites that induce T cell
apoptosis [38, 39). In the present work, microarray and RT-
PCR data pointed to a coordinated up-regulation of enzymes
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involved in the degradation of tryptophan to anthranilate, 3-hy-
droxy kynurenine and 3-hydroxy-anthranilate, and HAAO,
which converted 3-hvdroxy-anthranilate to quinolinate, had a
low level of bazeline expression, and was not induced during
DC maturation. Although it is difficult to extrapolate from mRNA
expression to levels of enzyme activity, the most likely effect of
these changes would be an aceummulation of 3-hydrovy-kynurenine
and 3-hydroxy-anthranilate, a= well as kynurenine. It is interesting
that these three tryptophan metabolites are all toxic for T cells,
whereas quinolinate is not [38, 39]. Our results are consistent with
the view that the tolerogenic effects of IDH0 act via toxic tryptophan
metabolites and imply that although ID0 = the ratelimiting
enzyme for the degradation of tryptophan, itz role in immune
regulation may depend, to =ome extent, on the coordinated regu-
lation of KMO, KYNU, and HAAO.

Why mature DC should express genes that are involved in
the induction of tolerance is not clear. However, 1D0O also has
an important function in the innate immune responze to bac-
teria, parasites [40], and viruzes [41]. Its up-regulation during
DC maturation in responze to polyl:C may therefore be more
relevant to the inhibition of viral replication at the site of
infection rather than the subsequent regulation of the T cell
responze, The molecular mechani=sm responzible for the spec-
tacular up-regulation of IDO expression during DC maturation
is also unclear. In moat cell types, induction of IDO is depen-
dent on interferon (IFN}-y, suggesting that autocrine IFN-y
production by DC could be involved, possibly in synergy with
the TNF-a [42], which was a component of the DC maturation
stimulus. Although we did not measure IFN-y production by
DC, we consider such an indirect mechanizm to be unlikely for
two reasons. First, [IFN-y production has never been reported
in human monocyte-derived DC. Second, D0 was rapidly
induced during DC maturation, showing significant up-regula-
tion after 4 h by microarray analysiz and QT-RT-PCR, which is
more congistent with a direct effect of the maturation stimulus.

CONCLUSION

DC-dedicated microarrays are a new molecular tool for DG
phenotyping, which give results conzistent with RT-PCR. fow
eytometry, and ELISA techniques. One million DC iz required
per hybridization, although duplication is necessary to ensure
the reliability of result=. The availability of these DC-dedicated
microarrays will make it possible to couple microarray data
with functional tests of antigen presentation, T cell costimula-
tion, and tolerance induction to define the functional conse-
quences of different DC maturation profiles. In addition. the
DC Chip deseribed herein could be used to monitor the mat-
uration status of DC destined for clinical use in cancer immu-
notherapy. Clinical trials of DC therapy often involve multiple
injections of 107 DC per injection, so hybridization of two
duplicate DC Chips using only 2 % 10° DG could easily be
integrated into existing protocols.
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3) Résultats Supplémentaires

Grace a nos puces a ADN dédiées aux DC, nous avons suivi I'expression génique d

e ces

cellules au cours de leur maturation (par polyIC + TNFa). Nous avons ainsi observé la

mise en place d'un programme de régulation leur permettant d’exprimer toutes |
molécules importantes a leurs différentes fonctions, comme les molécules de

costimulation, les cytokines, les chimiokines...

es

Les données que nous avons obtenu étaient en accord avec celles de la littérature et

correspondaient également aux données de phénotypage classique (cytométrie e

flux, tests ELISA).
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[I)  Expression d'IDO par des DC matures

1) Introduction

Notre étude, par puces a ADN dédiées, du profil des DC au cours de la maturation
nous a permis de mettre en évidence un cluster de génes positivement régulés. Cet
ensemble de génes, impliqués dans le métabolisme du tryptophane, est induit au
cours de la maturation des DC, en particulier via l'activation des TLR (ici TLR3).

Le tryptophane est un acide aminé essentiel auquel un certain nombre de types
cellulaires y sont sensibles, commes les lymphocytes T activés, les cellules NK, ou
encore les bactéries. Dégrader le tryptophane équivaut a bloquer la prolifération de
ces cellules, les induire en anergie, voire en apoptose. Les métabolites issues de cette
dégradation, bien qu’ayant des propriétés anti-oxydantes, sont toxiques pour
certaines cellules actives. Ces enzymes de dégradation du tryptophane donnent aux
DC des capacités immuno-régulatrices (Grohmann et al. 2003).

Le fait que les DC les expriment aprés induction de leur maturation pose la question
de leur efficacité. Pourquoi des DC matures, censées étre immuno-stimulantes,
expriment ces molécules ? Quel est leur fonction ? Jouent-elles un réle dans leur
maturation ?

L’'une de ces enzymes, IDO, est fortement impliquée dans le controle des rejets de
greffes allogéniques. Elle est tres étudiée dans le contexte des transplantations
d’organes, et notamment par 'équipe du Dr Ignacio Anegon a 'U643 (Nantes) - c’est
ce qui a motivé cette collaboration.

Nous avons ainsi cherché a savoir si I'induction d’IDO au cours de la maturation des
DC au niveau transcriptionnel refléte I'expression protéique et enzymatique. Nous
avons ensuite étudié I'impact, sur la maturation des DC, d’une inhibition compétitive
d’IDO. Enfin, nous avons cherché a approfondir le réle d'IDO chez les DC, notamment
vis-a-vis des LT régulateurs.

Cette recherche de compréhension du role d'IDO chez les DC est importante non
seulement dans le cas de greffes d’organes, mais également en cancérologie ou
I'injection de DC représente une grande part des tentatives de thérapies anti-

tumorales, et ou I'expression de molécules telles que IDO ne sont pas explorées.
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activation, two processes that lead to DC maturation. Finally, we show that mature DC
expand CD4 " CDZ5™* regulatory T cells in an DO dependent manner. In conclusion,
we show that IDO constitutes an intermediate pathway in DC manrstion leading 1o
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culture conditions are critical for the reproducibility of
these results [6, 7). The mechanisms by which IDO
mediates its tolerogenic effects remain controversial (for
review see [8-10]). Tryptophan-derived catabolites can
mediate the tolerogenic effects of IDO by inducing
apoptosis of activated but not resting T cells [11].
However, it is unclear whether human DC can
metabolize tryptophan beyond kynurenine and whether
tryptophan-derived catabolites can modulate DC biol-
ogy.

We have previously shown that human mature DC
express IDO as well as other enzymes within the
kynurenine pathway (4], suggesting that kynurenine is
not a terminal metabolite in human DC. In mice, it has
recently been shown that DC can metabolize tryptophan
as far as quinolinate, one of the terminal catabolites
generated by the kynurenine pathway [12]. Moreover,
the paracrine production of tryptophan-derived cata-
bolites by tolerogenic DC can confer suppressive
properties to immunogenic DC [12]. Very recently, it
has been shown that tryptophan starvation and
tryptophan-derived catabolites can transform naive
CD4*CD25™ Teells into CD4*CD25* Faxp3™ regulatory
T cells (Treg) [13]. However, the role of DC was not
analyzed.

CD4*CD25" Treg can be expanded by LPS-matured
DC [14] and given that IDO expression in DC can be
induced by TIR ligands, such as LPS [2] and poly(I:C)
[4], we hypothesized that LPS-matured DC can induce
proliferation of Treg in an IDO-dependent manner. LPS-
induced proliferation of Treg licenses T effector mech-
anisms, since proliferating Treg transiently lose their
regulatory properties [15). When the immune response
needs to be suppressed, expanded and resting Treg with
increased suppressive capacities on a per-cell basis
suppress effector T cells [16]. Therefore, the pro-
inflammatory molecule LPS induces T effector resp-
onses and triggers a feedback regulatory mechanism to
control the immune response by expanding Treg.

Here we show that LPS-treated human DC metabo-
lize tryptophan as far as the terminal catabolite
quinolinate. Furthermore, we demonstrate that trypto-
phan catabolism promotes maturation induced by LPS
since IDO inhibition with two different molecules and
short-hairpin RNA (shRNA) inhibits LPS-induced mat-
uration. In agreement with this, the tryptophan-derived
catabolites 3-hydroxyanthranilic acid (3-OHAA) and
3-hydroxykynurenine (3-OHK) increase maturation
obtained with LPS. At the mechanistic level, IDO
promotes DC maturation by increasing reactive oxygen
species (ROS) production and NF-xB activation. Finally,
we show that expansion of Treg by LPS-matured DC is
dependent on IDO activity. These observations could
constitute a new tolerogenic mechanism for IDO.
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Results

LPS-matured human DC catabolize tryptophan
as far as quinolinate

First, we confirmed that DC treated with IFN-y, LPS and
poly(I:C) produce the tryptophan-derived catabolite
kynurenine and that the IDO inhibitor 1-methyltrypto-
phan (1-MT) can impair kynurenine production
(Fig. 1A). IDO expression was up-regulated in LPS-
treated DC in approximately 90% of cells (Fig. 1B).We
next determined whether human mature DC can
catabolize tryptophan beyond kynurenine. We found
that about 90% of IPS-treated DC produce quinolinate
(Fig. 1B), one of the terminal catabolites of tryptophan
[1]. Thus, human mature monocyte-derived DC produce
kynurenine and continue catabolizing this molecule as
far as quinolinate, indicating that they also produce
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Figure 1. The vast majority of human mature DC express [DO
and metabolize typtophan beyond kynurenine as far as
quinolinate. (A) DC were treated for 48 h with LPS, IFN-y or
poly(l:C) with or without a 3-h prior incubation with the IDO-
specific inhibitor 1-MT. Kynurenine production was gquantified
in the culture supematant. (B} IDO expression (green staining)
was analyzed by immunohistology. Nuclei were stained with
TOPRO-3 (red). Green spots in immature DC represent back-
ground staining. Pesitive cells are shown with white arrows. (C)
Quinolinate production by DC was studied using a specific
antibody (red staining). No positive cells were found in
immature DCs. Black arrows indicate positive cytoplasmic
staining in the LPS condition. One experiment representative
of three is shown.
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other intermediate catabolites of the kynurenine path-
way such, as 3-OHAA and 3-OHK.

Eur. J. Immunol, 2007. 37: 3054-3062

the tryptophan catabolites 3-OHAA and 3-OHK, and the
DC phenotype was studied (Fig. 2A, B). IDO inhibition

with 1-MT in LPS-treated cells led to about 35%
inhibition in the expression of CD80, as compared to
LPS alone. 3-OHK but not 3-OHAA increased LPS-
induced up-regulation of CD80. CD86 expression was
reduced by 65% when IDO was inhibited during
maturation. 3-OHK further increased the expression
of this costimulatory molecule, as compared to LPS

IDO promotes DC maturation through the
generation of tryptophan catabolites

We speculated that tryptophan catabolites could mod-
ulate DC biology in an autocrine manner. DC were
treated with LPS in the presence or absence of 1-MT or

A B
o D80 o o 2 b
g, v B & # #
g € ' -’
t [ ix i*
* | @# Uﬁ .
s
g & .,.d"r .76# B .
K = A
Y - Ll ¢
s HLA DR==; 3 €083 ¥
g 23 2
(3 wx £ e
) g ™
-~ g i ix
- a . lew $
# T 'R
£ & M :
& T & T -
S PO £ o0 ;
C i agat i ) D
§ g g
§ H - s 8
[ ] gs SR 8
§ H 9 THE ol € 9
# ’, f v o : TNEcapl €
l’ & 8 '\n[-r,-qn . 8 W
f 0—"' o . INT
~ (4] 1 2 3 4 P
0% 10! 10° 107 10 TS e i i
<30 10 10! 10¢ 10° 10
; i i D88 PE D23 FITC
§ £
; 5
e 4 g 4
3"‘

Figure 2. IDO promotes LPS-induced DC maturation. (A, B) Immature or LPS-matured DC (LPS added attime 0)were incubated in
the presence or absence of 1-MT. Twenty-four hours later, the tryptophan catabolites 3-OHAA or 3-OHK were added and the cells
cultured for a further 24 h. Cell viability was not affected by these treatments, as assessed by propidium iodide staining (not
shown). (A) For CD8), CD86 and HLA-DR, the percentage of median fluorescence intensity = SDas compared tothe LPS condition
(100%) is represented. The percentage of positive cells is shown for the CD83 marker. The means = SD of nine different
experiments are shown for LPS + 1-MT condition, and of four experiments for LPS + 3-OHAA and LPS + 3-OHK; "p<0.05, *'p<0.01,
*"p<0.001 as compared to LPS. (B) One experiment representative of nine is shown for the LPS + 1-MT condition, and one
representative of four for LPS + 3-OHAA and LPS + 3-OHK. Treatmentsare represented by the same colors as in (A). The black line
represents non-treated DC (immature). Tryptophan catabolites alone did not modify expression of CD80, CD86, CD83 or MHC
class II (not shown). (C) Phenotypic maturation upon treatment with LPS and transfection of DC with plasmids coding for control
shRNA or anti-human IDO shRNA. Means = SD areshown; n=3;p value is shown for each marker. (D) Determination of phenotypic
maturation of DC treated with TNF-a + poly(l:C) in the presence or absence of 1-MT. One experiment representative of three is
shown. Similar results were obtained with poly(:C) without TNF-a.
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alone. With 1-MT, MHC class I molecules were
inhibited by 30%, but no effectof tryptophan catabolites
was observed. The percentage of CD83" DC was
reduced by 65% when DC were treated with
LPS + 1-MT vs. LPS alone, while 3-OHAA increased
the percentage of CD83" cells when added to LPS-
treated DC.

In two of three experiments, addition of tryptophan
catabolites increased expression of maturation markers
by cells treated with LPS + 1-MT to the levels observed
with LPS alone, whereas no effect was observed with
tryptophan catabolites alone (Supporting Information
Fig. 1). Tryptophan catabolites did not result in DC
toxicity as analyzed by TOPRO-3 staining (Supporting
Information Fig. 2). Our results with tryptophan
catabolites do not exclude the possibility that trypto-
phan starvation could also play a role in DC maturation,
as recently described for anergic T cells [17].

A recent matter of debate is weather IDO inhibition
with 1-MT impairs DC maturation by inhibiting IDO
activity [1] or, alternatively, by off-target effects [2]. We
therefore aimed to knock-down IDO using plasmidic
DNA coding for anti-human IDO. Anti-IDO shRNA
decreased kynurenine production by 20%. Importantly,
even with this suboptimal inhibition we were able to
impair DC maturation by knocking down IDO (Fig. 2C).
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Figure 3. Cytokine production in the culture supernatant
Supernatants from experiments performed in Fig. 2 were
analyzed by ELISA to quantify 1L-12p70 and IL-10 production;
*p<0.05. Tryptophan catabolites alone, without LPS, did not
modify cytokines levels (not shown).
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However, CD80 and CD86 were not significantly
inhibited when using anti-IDO shRNA. We think that
these molecules are not significantly inhibited because
we obtained only a 20% inhibition of IDO enzymatic
activity. This result suggests a dose-dependent effect.
Unfortunately, we did not succeed in increasing the
percentage of IDO inhibition due to difficulty in
transfecting DC. However, we observed that pharma-
cologic inhibition of IDO by 1-MT has a dose-dependent
effect (Supporting Information Fig. 3). Results similar to
those obtained with 1-MT and shRNA were observed
with the recently described IDO inhibitor methyl-
thiohydantoin-tryptophan [18] (Supporting Informa-
tion Fig. 4). Poly(I:C)-induced maturation could also be
significantly prevented by inhibiting IDO (Fig. 2D).

Figure 4. IDO promotes LPS-induced maturation by increasing
ROS production and NF-xB activation. (A) ROS production was
studied as described in the Materials and methods. The
means = SD of eight experiments are shown on the graphs;
“p<0.01; *"p<0.001. (B) Anti-NF-xB (p65) staining was per-
formed on cytospun cells. One-hundred cellsin each condition
were counted and the percentage of cells with nuclear staining
of p65 is represented on the graph. The percentage is a mean of
three experiments; *'p<0.01, **p<0.001. (C) Anti-NF-xB (p&5)
staining is shown in green and nucleus staining (TOPRO-3) in
red. One experiment representative of three is shown.
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In terms of cytokine production, IDO inhibition also
led to a significantly reduced expression of IL-12p70,
while 3-OHK but not 3-OHAA increased IPS-induced
synthesis of this cytokine (Fig. 3). IL-10 production was
reduced by 1-MT, but to a lesser extent than IL-12
(Fig. 3). Both wyptophan catabolites increased this
cytokine as compared to LPS. Taken together, these
observations suggest that upon TLR stimulation, IDO
promotes DC maturation.

IDO promotes DC maturation by increasing ROS
production and NF-xB activation

Tryptophan catabolites generated through the kynur-
enine pathway, such as 3-OHAA and 3-OHK, can
increase ROS production in several cell types [19, 20].
Oxidative stress induces DC maturation [21, 22), and
antioxidant molecules can inhibit this differentiation
process [21]. We thus hypothesized that this could be a
mechanism by which IDO mediates LPS-induced DC
maturation. To study this, we measured oxidative status
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in DC (Fig. 4A). As already described [22], LPS
increased ROS production. This phenomenon was
inhibited by co-treatment with 1-MT. Similar results
were obtained with the dihydroethidium probe that
specifically recognizes O,  (Supporting Information
Fig. 5). These results show that IDO activity partially
mediates LPS-induced ROS production by DC.

The role of IDO in NF-xB activation was also studied
(Fig. 4B, C). As expected, LPS led to nuclear transloca-
tion of NF-xB in 82 + 10% of cells. Interestingly, IDO
inhibition with 1-MT dramatically inhibited nuclear
translocation of p65 (only 26 + 6.5% of cells showed a
nuclear staining), showing that LPS-induced NF-xB
translocation is dependent on IDO activity. Similar
results were obtained with the IDO inhibitor methyl-
thiohydantoin-tryptophan  (Supporting Information
Fig. 6). Hence, IDO mediates LPS-induced DC matura-
tion by increasing ROS production and NF-kB activation.

Day Day

Figure 5. Mature DC expand Treg in an [DO-dependent manner, (A) CD4*'CD25™#" T cells express FOXP3, (B) A typical cell sorting of
CD4*CD25" and CD4*CD25"#% T cells purified from human peripheral blood. In this experiment, 99% purity for the former and
95.9% for the latter were reached, Purities were always superior to 98%. (C) CD4*CD25™ T cells proliferated when co-cultured with
allogeneic immature DC. In contrast, CD4*CD25™2" Treg were unresponsive to this stimulus and were able to inhibit proliferation
of CD4*CD25" T cells by 90% ata 1:1 ratio. (D) CD4*CD25™#" Treg proliferated in the presence of allogeneic mature DC (LPS-treated)
and 100 U/mLIL-2 (triangles). This proliferation was inhibited by 50% when DC were matured in thepresence of 1-MT (squares). (E)
CD4*CD25" effector T cells were stimulated in the same conditions as Treg, Slight differences in their proliferation were noted
when the stimulatory DC were matured with LPS (triangles) or LPS + 1-MT (squares). Spontaneous proliferation of T cells cultured
without DC was subtracted in all cases. One experiment representative of three is shown; p<0.05, **p<0.001.
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IDO-dependent DC maturation is needed to
expand Treg

LPS-matured DC have been described to expand
CD4*CD25* Treg [14]. We speculated that one of the
physiological roles of IDO-induced maturation when DC
are activated through TLR4 could be the expansion of
Treg. To study this, we purified CD4* CD25"#" Treg from
peripheral blood. CD4*CD25"" cells from human
peripheral blood have already been described as Treg
[23]. As expected, we confirmed that these cells were
FOXP3* (Fig. 5A). Purity of the CD4*CD25  and
CD4*CD25""  populations was  always  >98%
(Fig. 5B). CD4*CD25"" cells displayed suppressive
activity in that they inhibited the proliferation of
CD47CD25™ T cells by 90% when stimulated with
allogeneic DC (Fig. 5C). Thus, CD4™ CD25™#" cells used
in this study can be considered unambiguously as Treg.
In agreement with this, CD4*CD25"#" Treg showed
marginal proliferation when stimulated with allogeneic
immature DC, even in the presence of IL-2 (Supporting
Information Fig. 7).

However, when CD4*Cpashish Treg were stimulated
with LPS-matured DC and IL-2, significant proliferation
was observed (Fig. 5D). Interestingly, IDO inhibition
with 1-MT during the maturation phase of DC with LPS
led to a 50% decrease of Treg proliferation (Fig. 5D). We
thus concluded that IDO-dependent DC maturation is
important to expand Treg. Of expanded Treg, 80% were
FOXP3*, showing that proliferation was not due to
contamination by effector cells, which, upon a 5-day
MLR, were FOXP3™ at 40% (Supporting Information
Fig. 8). In clear contrast to Treg, only a slight decrease in
proliferation of CD4*CD25™ effector T cells was
observed when the stimulator DC had previously been
treated with LPS + 1-MT as compared to LPS alone
(Fig. 5E).

Discussion

We have previously shown that human mature DC
express IDO as well as other enzymes of the kynurenine
pathway at the mRNA level [4]. suggesting that
kynurenine is not a terminal metabolite in human DC.
In the present work, we show that human monocyte-
derived DC matured with LPS metabolize tryptophan as
far as quinolinate. In recent years, several investigators
have described tolerogenic properties of DC expressing
DO (for reviews see [8-10]). However, less attention
has been paid to the expression of other enzymes of the
kynurenine pathway by DC [24]. Very recently, Fallarino
et al. [12] have shown that murine DC can metabolize
tryptophan as far as quinolinate. Moreover, the para-
crine production of tryptophan-derived catabolites by
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tolerogenic DC can confer suppressive properties to
immunogenic DC [12].

Since tryptophan-derived catabolites such as
3-0HAA, 3-OHK and quinolinic acid can modulate
NF-kB activation [25, 26] and ROS production [19, 20],
we speculated that these molecules could modulate DC
maturation. In agreement with this hypothesis, IDO
inhibition with 1-MT led to reduced DC maturation
when stimulated with LPS or poly(l:C). Our results
strongly suggest that IDO promotes LPS-induced DC
maturation by inducing activation of NF-xB and ROS
production. Consistent with our results, IFN-induced
genes can mediate LPS-induced DC maturation (27, 28].
Tryptophan catabolites alone did not lead to DC
maturation (Supporting Information Fig. 1). In agree-
ment with this, although IFN-y induced IDO activity
(Fig. 1A), it was not able to increase phenotypic
maturation (Supporting Information Fig. 9). Thus, the
effects of IDO on DC can depend on the presence or
absence of TLR signaling. In a similar manner, CD40 and
BCR signals need TLR signaling to activate B cells [29].

Since 1-MT can inhibit the transport of L-tryptophan
into the cell [30], reduced expression of CD80, CD86,
CDB3 and HLA-DR in the presence of LPS and 1-MT
could be simply due to a block of tryptophan uptake and
therefore a general reduction in protein synthesis.
However, this possibility was discarded since heme
oxygenase-1 protein levels were increased in the
LPS + 1-MT condition as compared to LPS alone
(Supporting Information Fig. 10). In addition, in two
of three experiments tryptophan catabolites restored
maturation of DC treated with LPS + 1-MT to levels
similar to those observed with LPS alone (Supporting
Information Fig. 1). Since the effects of 1-MT were
confirmed with anti-IDO shRNA and another IDO
inhibitor, off-target effects of 1-MT seem improbable.
Moreover, the fact that tryptophan catabolites had an
opposite effect to IDO inhibition further supports the
hypothesis that wyptophan catabolism plays a role in
modulating DC biology. Endotoxin contamination of
tryptophan catabolites is unlikely since 3-OHAA and
3-OHE alone had no effect (Supporting Information
Fig. 1). Moreover, in our system, 1 pg/mL LPS is a
saturating dose, since no further increase in maturation
markers was observed at 2 pg/mL (Supporting Informa-
tion Fig. 11).

Agaugue et al. [31] have recently published similar
observations regarding the effect of 1-MT on LPS-
induced DC maturation. However, their interpretation
of these results is clearly different from ours. Agaugue et
al. [31] claim that 1-MT can interfere with TLR signaling
in DC independently of IDO activity. Although this is a
very interesting and well-conducted study, we think that
the evidence they present is, to a certain extent, indirect
and could be interpreted differently. For example, the
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authors found that addition of kynurenine or a large
excess of tryptophan (2.5 mM) did not counteract or
mimie, respectively, the effect of 1-MT on DC function.
We believe that the lack of biological effects when
adding tryptophan might simply mean that tryptophan
starvation is not implicated in the effect, but the role of
tryptophan catabolites cannot be discarded. Further-
more the authors cannot affirm that in the conditions
studied, tryptophan effectively competed with 1-MT
(used at 1 mM), because the affinity of 1-MT for [DO can
be five- to tenfold higher than that of tryptophan [32,
33]. Furthermore, the effects of kynurenine have been
shown to be largely improved by adding other
tryptophan-derived catabolites [11]. Thus, a negative
result by adding kynurenine alone does not exclude the
effect of wryptophan catabolites. Here we unambigu-
ously show, using an shRNA approach, that IDO does
indeed increase human DC maturation upon LPS
treatment.

In the present study we also show that one of the
physiological roles of IDO-induced maturation when DC
are activated through TLR-4 could be the expansion of
Treg. It is well known that LPS-matured DC expand
CD4* CD25™ Treg [14, 34], but the role of IDO in this
process is described here for the first time It is
interesting to note that minor differences in the
proliferation of CD4*CD25 effector T cells were
observed when the stimulator DC had previously been
reated with LPS or LPS + 1-MT (Fig. 5E). This
observation can be explained by the fact that 1-MT
inhibits maturation of LPS-treated DC and thus
diminishes the stimulatory capacity of DCs, but at the
same time IDO inhibition (prevention of tryptophan
starvation and kynurenine production) increases pro-
liferation of effector T cells. Our interpretation of these
observations is that Treg may be less susceptible to the
inhibitory activity of IDO as compared to effector T cells.
Therefore, Treg proliferation could not be inhibited by
IDO activity, in contrast to that of effector T cells.

The study of a possible differential susceptibility
between effector and Treg to inhibition of proliferation
by IDO is the subject of further studies. In agreement
with this hypothesis, it is known that different T cell
subsets can show a differential susceptibility to apoptosis
induced by IDO [35]. Furthermore, IDO can lead to
induction of T cell activation-induced cell death [36].
Interestingly, Treg are substantially less sensitive to Teell
activation-induced cell death than effector T cells [37].
Therefore, IDO might not induce apoptosis in Treg.
Moreover, although IDO activity can inhibit T effector
proliferation, this is not true in some settings [7, 38].
Indeed, little is known about the susceptibility of T cells
to [DO regulation. Overall, our results show that IDO
promotes maturation of LPS-treated DC and thereby
favors expansion of CD4* CD25"%" Treg. These observa-
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tions could constitute a new tolerogenic mechanism for
DO,

Materials and methods

Generation of human monocyte-derived DC

Human immature DC were generated as previously described
[39]. Briefly, monocytes were enriched by elutriation (>85%
CD14*) and cultured for 6 days in medium supplemented with
IL-4 (100 U/mL; AbCys, Paris, France) and GM-CSF (500 U/
mL; AbCys). Next, immature DC were harvested and cultured
(10° cells/mL) in plates coated with poly(2-hydroxyethyl
methacrylate) (Sigma, 5t. Louis, MO) toprevent cell adhesion.
Maturation was induced by a 48-h incubation with 50 pg/mL
poly(1:C) (Sigma, St. Quentin Fallavier, Franee) and 10 ng/mL
TNF- (AbCys), 1 pg/mL LPS (Sigma) or in the presence of
1000 IU/mL IFN-y (AbCys) with or without a 3-h prior
incubation with the DO-specific inhibitor 1-MT [32] at
500 uM (Sigma). Methyl-thichydantoin-tryptophan [18] (Cal-
biochem, Nottingham, UK) was diluted in DMSO and used ata
final concentration of 100 uM. DC were cultured in the
presence or absence of the tryptophan catabolites 3-OHAA or
3-0HK (Sigma) at 20 uM for the last 24 h of culture.

Characterization of DC phenotype, Treg and cytokine
production

The surface phenotype of DC was determined using the
following antibodies: FITC-conjugated anti-CD80 (MAB104;
Beckman-Coulter; diluted 1:30), phycoerythrin-conjugated
anti-CD86 (HAS.ZB7; Beckman-Coulter; 1:30), anti-CD83
(HB15e; BD Biosciences; 1:30) and anti-HLA-DR. (Immu-357;
Beckman-Coulter; diluted 1:30). Supernatants were harvested
after 48 h and I1-12 p70 and IL-10 were measured using a
commercial ELISA kit (BD PharMingen, San Diego, CA).
Phyeoerythrin-conjugated anti-human FOXP3 was  from
eBioscience (San Diego, CA).

IDO activity

IDO  activity was gquantified by measuring kynurenine
production in the culture supernatant by colorimetry [40].
Briefly, 100 pL of 30% trichloroacetic acid was added to
200 uL of culture supernatant. Next, 125 uL of soluble phase
was added to 125 ul of Ehrlich's reagent (100 mg of
p-dimethylbenzaldehyde in 5 mL glacial acetic acid) (Sigma)
in a microtiter plate. The OD was measured at 492 nm and
kynurenine concentration calculated by referral to a kynur-
enine (Sigma) standard curve.

Transfection of shENA

Plasmidic DNA coding for anti-human IDO and control shRNA
were obtained from Sigma. A mix of four different clones of
anti-IDOD shBRNA, or one clone of control shRNA, were
transfected (9 ug plasmid/3x10° DC in 3 mL RFMI medium)
using DOTAP reagent (Roche Diagnostics). LPS treatment was
performed 4 h after wansfection. Analysis of phenotype and
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kynurenine production in the culture supernatant was
performed after 48 h of LPS treatment.

Measurement of cell oxidation states

DC were stimulated for 20 h with LPS, with or without a 3-h
prior incubation with 1-MT. The oxidation-sensitive dyes
(5-6)-chloromethyl-2',7'-dichloredihydrofluorescein -~ diace-
tate, acetyl ester (CM-H,DCFDA) or dihydroethidium (Maole-
cular Probes, Montligon, France) were then added as
previously described [41].

Immunocytology

Quinolinate production by DC was studied using a specific
antibody [42]. This is a rabbit polyclonal antibody that does
not cross-react with other tryptophan-derived catabolites [42].
Cells were fixed with carbodiimide and then incubated with
the primary antibody. Negative controls included non-fixed
cells incubated with primary antibody and the detection
system. Revelation was performed with an avidin-biotin
complex detection kit from Vector Laboratories (Burlingame,
CA).

NF-kB nuclear translocation was analyzed by immuno-
fluorescence and images were analyzed by confocal micro-
scopy. Ananti-p65 (F-6) monoclonal antibody from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA) was used at 5 ug/ml. The
secondary antibody was an anti-mouseFITC from Jackson
(Suffolk, UK). Cell nuclel were counterstained with TOPRO-3
iodide (Molecular Probes, Eugene, OR) and slides were
mounted in ProLong AntiFade reagent (Molecular Probes).
Slides were analyzed with a Leica confocal microscope and the
Leica TCS NT software.

Mixed leukocyte reaction

DC (2%107) were cultured in triplicate in round-bottom
96-well plates with 10t allogeneic human T cells. codtCD2s
and CD4* CD25" T cells were purified from peripheral blood,
and sorted using a FACSAria (Becton Dickinson, San Jose, CA).
Purity was systematically =98%. Proliferation was determined
5 days later by uptake of [:'H]thj.'mid ine {Amersham, Orsay,
France).

Statistical analysis

Statistical significance was evaluated using a one-way ANOVA
test. p<0.05 was considered significant.
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[II) Optimisation des réponses immunes : maturation séquentielle
des DC et signaux helpers

1) Introduction

Les conditions de culture et de maturation des DC sont fondamentales pour
I'induction de réponses lymphocytaires (Royer et al. 2006). L’association du TNFa et
du polylC permet une bonne maturation des DC (Spisek et al 2001). Chaque signal
induit des génes spécifiques, la combinaison des deux contribuant a un phénotype de
DC matures, avec molécules de co-stimulation, cytokines, chimiokines (résultats I.).
Cependant, en dépit de cette maturation efficace, les DC peuvent présenter des
propriétés tolérogénes. Nous avons ainsi montré que pendant leur maturation, les DC
exprimaient une enzyme IDO fonctionnelle et que ceci pouvait étre a I'origine de la
prolifération des LT régulateurs.

Ces résultats mettent en lumiére la complexité des DC, de leur maturation et
I'importance des signaux inducteurs de cette maturation.

In vivo, les DC sont sensibles a I'inflammation du tissu envahi, aux pathogéenes qui
I'entourent et a toutes les molécules de danger délivrées in situ. En réponse a ces
signaux de périphérie, elles rentrent dans un processus de maturation qui leur
permet de migrer vers les organes lymphoides secondaires ou elles peuvent
rencontrer les lymphocytes. Ces derniers, aprés activation, peuvent a leur tour
délivrer des signaux qui peuvent moduler le profil des DC. Ces signaux, comme le
CD40L ou I'lFNy, sont connus pour induire la maturation des DC; ils sont importants
pour la sécrétion d’'IL12p70 entre autre, et jouent un roéle dans la réponse
lymphocytaire cytotoxique (Cella et al. 1996; Mackey et al. 1998). Nous avons alors
étudié les réponses lymphocytaires induites par des DC maturées séquentiellement,
avec un deuxieme signal issu de lymphocytes CD4 helpers. En mimant in vitro les
séquences d’activation des DC ayant lieu in vivo, nous avons mis en évidence
I'importance de la rencontre DC-LT CD4 pour I'induction d’'une réponse immune a
long terme. Ces résultats sont d’autant plus importants dans l'utilisation des DC a des

fins thérapeutiques anti-tumorales (Sato et al. 2004).
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2) Maturation séquentielle des cellules dendritiques

Human dendritic cells sequentially matured with CD4+ T cells as a

secondary signal favor Thl, CTL and long-term memory T cell responses A

Running title: sequential maturation of DC

Thomas Simon®, Séverine Tanguy-Rover. Pietre-Joseph Royer. Nicolas Boisgerault, Jean-

Frangois Fonteneau and Mare Grégoire’

INSERM, U892 Nantes, France.

Keywords: dendritic cells, sequential maturation. Th1/Th2 cells, eytotoxic T lymphocytes, memory.

" "This work was supported by grants from the INSERM, the « Association pour la Recherche
contre le Cancer » and « La Region Pavs de Loire »,

* both authors contributed equally.

* Comesponding author: Dr. Marc Gregoire. INSERM USR92. Institut de Biologie, 44093
Nantes Cedex 01, France

Phone: +33-240-084-150: Fax: +33-240-084-082 . E-manl: mac grecomrefnantes msenn fr

Abstract

Dendntic cells (DC) are professional antigen presenting cells involved in the control
and imtiation of unmune responses. In the penphery. DC exposed to maturation stumuli
migrate to lymph nodes where they generate T cell-specific responses. In Iymph nodes,
secondary signals from CD4+ helper T cells condition the DC. which then become able to
imitiate CD8+ evtotoxic T lymphoevte (CTL) responses. Depending on the nature of the
activating signals, dwration. and sequence of éxposure, DC largely differ in then mmnune
functions, In this work, we studied DC phenotypes and functions according to the kinetics of
exposure 1o these sequential manuation stiunuli, For the mitial signals, we used TNF-« and
poly I:C. that minie mflammatory and pathogen stunuli. and as second signals. we compared
activated CD4+ T cells and a combination of CD40-L and TFN-y. Our results show that these
sequential activations, especially with activated CD4+ T cells. dramatically increased the
maturation of lmman monocyte-denved DC in terms of their phenotype and cytokine
secretion. Interestingly, the inferaction of mature DC wath activated CD4+ T cells widely
favored Thl polanzation and CTL activation, winle lnnting the expansion of
CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells. Furthermore, tlus sequential maturation led to the
generation of CTL with a long-tenmn effector and central memory phenotype. Thus, sequential
delivery of manuation stimuli should be considered 1 the furure to improve the mduction of
long-term memory CTL in DC-based immunotherapy
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Introduction

The mmportance of DC in adaptive mmmune responses has been extensively
demonstrated during the last decades. DC reside in skin. mucosa and penpheral tissues where
they are exposed to foreign antigens. Through thew capacity to sample their environment, to
migrate to lvmph nodes and to activate lvmphocyte populations. these sentmel cells are at the
ongin of antigen-adapted mmpmmne responses. making a link between natural. mmnate and
specific adaptive mumunity (1), In this context, DC are at the heart of the immmme surveillance
mechamism. capturing and presenting antigens to specific T lyinphocytes that can develop a
response against pathogens or tmons.

Many studies in mouse models have underhined the nnportance of CD4+ T cells in the
induction of CD8+ T cell responses by DC, and more recently in the establishient of a CD8+
T cell memory pool (2), Indeed, early i vive expeniments mvolving allograft rejection and in
vitro studies of allogeneic mixed lymphocyte reactions concluded that CD4+ T cells were
necessary to mduce cytoroxic CD8+ T cell responses (3-5). Later, Buller et al showed that
CD4+ T cells were dispensable m the clearance of acute viral infections i mice (6). This
finding led to the hypothesis that helper T cells are essential for mununity to antigens derved
from tissue grafts or tumors, where molecular stimuli from cells of the innate inunune system
are absent. Other smdies provided further arguments i favor of this hypothesis, showing a
CD4= T cells dependence in the case of chronic infections and recall 1esponses (7, 8).
Altogether. these data support the idea that helper T cells are necessary to sustam CTL
responses in time and to generate an optimal pool of functional memory CDS8+ T cells (9-11).

CD4= T cell help for DC is mediated by several factors such as CD40-L (2). CD40-L
expressed by activated CD4+ T cells is known to induce an merease in the expression of
costimulatory molecules by DC and in the secretion of bioactive IL-12p70, a cytokine
required for Thl differentiation and CTL activation (4, 12-14). However, CD40-L
mdependent signals such as TFN-y. can also act on DC to mcrease their capacities 1o initiate
CTL responses (15, 16). In addition. it was demonstrated in a mouse model that these CD4+ T
cell-denived signals mduce secretion of the chemokines CCL3 and CCL4 by DC. These
chemokines are reported to attract naive CD8+ T cells. thus increasing the probability that an
antigen-specific CD8+ precursor comes into contact with a mature, antigen-presenting DC (2,
17).

Before receiving the CDd+ T cell help signals. DC must first be exposed to
preliminary signals in the perniphery to induce their activation and migration o secondary
Iymphoid organs (2). Thus. DC matwation would require a two-step process in order to
enable the efficient activation of CDS8+ T cell responses, However, most in virro
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mvestigations concerning human DC maturation have focused on maturation stimuli used
alone or in combination, but delivered simultaneously. Thus, in the present study, we
charactenzed the phenotype and function of DC sequentially matured with activated CD4+ T
cells as a second signal. We set up a DC maturation protocol composed of TNF-ce plus poly
[C as a pnmary combined signal that mimucs the peripheral signal, followed by activated
CD4+ T cells or CD40-L plus IFN-y as the second signal. We investigated the effect of this
sequential maturation on the phenotype of DC and their ability to secrete cytokines and
chemokines. We also compared their capacity to nduce differentiation of naive CD4+ T cells.
as well as their ability to pnme antigen-specific CD8+ T cell responses. We found that
sequential manwation, especially with activated CD4= T cells, led to a stronger Thli
polarization of the CD4+ T cell responses, with a linuted expansion of CD4+CD25+FoxP3+
regulatory T cells and a better differentiation of anti-tumor CD&+ T cells with a long-term
memory phenotype. We therefore report on a new protocol using a sequential maturation

approach to oprinuze DC maturation.

Material and Methods
Cell culture

Human PBMC were obtained at the Etablissement Frangais du Sang in Nantes from
healthy donors. After Ficoll-Paque density gradient centnifugation (Amersham. Uppsala,
Sweden), monocytes were purified from PBMC by elutnation using a Beckman Avanti 120
centrifuge equipped with a JES.0 rotor and a 40 ml elumnation chamber. Monocyte punty was
assessed by flow cytometry using scatter gating to define monocyvte and lymphocyte
populations and was around 90-95%,

Monocytes were cultured in flasks at 2x10° cells/ml in RPMI 1% penicillin—streptomycin—
glutamm supplemented with 2% humen albunun (Laboratowe Frangais de Fractionnement et
de Biotechnologies, Les Ulis, France), 500 U/ ml recombinant human GM-CSF and 40 ng/ml
recombinant human 1L-4 (both from CellGenix. Panis. France). Immature DC were harvested
at day S and cultured in fresh medium with cytokines at 1x10° cellsml, in 24-well plates
coated with poly{2-hvdroxyethylmetacrylate) (Sigma. St Quentin Fallavier, France) 1o prevent
cell adhesion. DC maturation was induced by addition of TP: 20 ng/iml TNF-u (AbCys, Paris,
France) and 50 pg'ml polv I'C (Sigma, St Quentin Fallavier, France), or CI: 0.5 pg/ml soluble
CD40-L trimer (AbCys) and 1000 U/ml IFN-y (AbCys), or T4+ activated CD4= T cells at a
DC/T4+ ratio of 1/2. In some conditions, T4+ or CI were added to DC matured 10 hrs with
TP. In order to activate CD4+ T cells (T4+). allogeneic CD4+ T lymphocyies were incubated
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for 6 howrs m 24-well plates coated with 0.5 pg/ml of anti-CD3 mAb (Orthoclone OKT3,
Janssen-Cilag, France) and 0.5 pg/ml of anti-CD28 mAb (CD28.2. BD Biosciences, Paris,
France), then washed and gamma-irradiated at 35 Gy to prevent proliferation,

Timmunofinorescence and flow cviomernry

The surface phenotype of DC was deternuned using the following PE-conjugated
monoclonal antibodies (mAb): anti-CDS0 (MAB 104, Beckman-Coulter, Pans. France), anti-
CD86 (HAS.2B7. Beckman-Coulter). anti-CD83 (HB15a Beckman-Coulter). anti-CD40
(MABS8Y9, Beckman-Coulter), anti-HLA-DR (Immn-357, Beckman-Coulter), and FITC-
conjugated anti-HLA-ABC mAb (B9.12.1, Beckman-Coulter). The CD4 T cell cytokine
profile was detenmined using FITC-conjugated anti-IFN-y mAb (25723.11, BD Biosciences)
and PE-conjugated anti-IL-4 mAb (3010.211, BD Biosciences). The fraction of responding
CDS+ T cells was measured using APC-conjugated anti-CDS mAb (RPA-TS, BD
Biosciences) and PE-conjugated anti-IFN-y mAb (4SB3, BD Biosciences). The memory
phenotype of CD8+ T cells was deterinmed using PE-Cy3-comugated anu-CDASRA mADb
(HI100, BD Biosciences), PE-comugated anti-CCR7 mAb(150503, RD system), FITC-
conjugated anti-CD27 mAb (M-T271. BD Biosciences). APC-conjugated anti-CD28 mAb
(CD28.2, BD Biosciences), FITC- or PE-conjugated anti-CD45SRO mAb (UCHLI, BD
Biosciences) and FITC-conjugated anti-CD127 mAb (hIL-7R-M21. BD Biosciences), The
fraction of CD4~ CD25+ FoxP3+ cells was measured using FITC-conjugated anti-CD4 mAb
(RPA-T4. BD Biosciences), PE-conjugated anti-CD25 mAb (2A3, BD Biosciences) and
APC-conjugated anti-FoxP3 mAb (PCH101, eBiosciences, Paris, France).

For cell surface staming, cells were meubated with mAb diluted in PBS containing 10%
fetal calf serum (FCS, Sigma) for 30 min at 4°C m the dark, washed with PBS and then
analyzed using a FACScalibur flow cytometer (Becton-Dickinson) and CellQuest Pro
software. For miracellular staimng. cells were fixed in PBS containing 4% paraformaldehyde
(Electron Microscopy Science) for 10 min at room temperature, washed. pernmeabilized and
stamed with mAb i PBS contamning 0.1% bovine senun albwnin (BSA. Sigma) and 0.1%
saponin (Sigma) at room temperature. Cells were washed and analyzed by flow cytometry.
The percentage of positive cells was detenmined by comparison to the staining observed with
isotype controls (FITC- o1 PE-comjugated mouse nnmumoglobulin G1 (IgGl) and IgG2b, BD

Biosciences).
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Cytokine production measurement

DC were plated at 1x10° cells'ml in RPMT +2% human albumin, supplemented with
maturation  stunuli. Supematants were harvested after 48hrs of maturation.  Cyvtokine
production was detenmined using a CBA kit (BD Biosciences) m accordance with the
manufacturer's protocol. The kit enables the simultaneous measurement of 1L-10, IL-12p70,
IL-6, CCL3 (Mipl-ct) and CCLA (Mip1-$) concentration by flow cytometry.

CD4~ and CDS+ stimulation by matured DC

CD4+ and CD8+ T lvimphocytes were negatively selected using Rosette Sep. according to
the manufacturer’s instructions (Stem Cell). Cells were then washed and cultured m RPMI
supplemented with 8% pooled human serum (pHS) prepared locally.

For CD4+ T cell stimulation. CD4+ T Ivimphocytes were cultured with autologous
matured DC loaded with 500 pg‘ml ovalbuwmin (Albumin from chicken egg white. grade V.
Sigma) 24 hrs prior to matwration induction, m U-bottom 96-well plates at a DC/T ratio of
1/10. 20 U/ml of IL-2 (AbCys) was added at day 7. At day 14, The CD4+ T cell cytokine
profile was determined by mtracellular TL-4 and TFN-y co-stamnmg, after a 6 has re=stimulation
with 15 ng/ml of phorbol mynistate acetate (PMA. Sigma) and 1 pig/ml of calcium tonophore
(Sigma). 10 pg/ml of brefeldin A (Sigma) was added for the last 4 hrs to prevent cytokine
release. We also determined at day 14 the fraction of CD4+ CD25+ regulatory T cells in the
cultures by intracellular FoxP3 staining and surface CD4, CD23 stanmung

For the induction of Melan-A-specific CTL, HLA-A*0201+ CDS+ T Iymphocytes were
cultured with antologous matured DC loaded for 2 hus at 4°C with 10 pg/ml of Melan-Aqg a5
A27L peptide (ELAGIGILTV, Eurogenetec). in U-bottom 96-well plates at a DC/T cell ratio
of 1/10. 20 Wml of TL-2 (AbCys) and Sng/ml of TL-7 (AbCys) were added 5 and 7 days later
respectively. At day 6, the fraction of Melan-A-specific CTL was measured by CDS/TFN-y
co-staining after a 6 lus re-stunulation with T2 cells loaded with 10 pg/ml of Melan-A 6.5
A27L peptide m the presence of brefeldin A. The cytotoxic activity of Melan-A specific CTL
was determined by *'Cr-release assay. At day 14. the profile of the memory CD8+ T cells was

deternuned by inmunofluorescence and flow cytometry.

" Cr-release assay

Target cells (12 cells) were pulsed for | hr with Na;'"C r0; (NEN life science, Pans,
France) and then washed. CD8+ T cells were co-cultured with Na;s'('ro,.-pulsed T2 cells
loaded with Melan-Apq i, A27L peptide ar several effector/target cell ratios. After 4 lus of
culture at 37°C, 25pL of supematant were harvested and added to 100 uL scitillation
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cocktal (opuiphase supernux, Wallac, UK) before hqud scmtillation counting. The
percentage of specific lysis was calculated as follows: (sample release - spontaneous
release/maxunum release - spontaneous release) x 100, The spontaneous release was
calculated from targets incubated with culfure medium. and the maximum release from targets
meubated with 1% Trton X-100 (Sigma).

Statistical analvsis
Statistical significance was assessed using one-way analysis of varance and the

Newman-Keuls post-hoc test. Significant differences are indicated as *p=<0.05 and **p=<0.01.

Results

Optimal DC maturation is induced by sequential exposure to maturation signals

In a previous study. we reported that a combmation of Poly I:C and TNF-a mduces
DC maturation and that 1L-12p70 production by mature DC can be increased by addition, 48
howrs later, of activated CD4+ T cell signals such as IFN-y and CD40-L (18), In the present
studly, we analyzed the DC mamration induced by a sequential exposure to maturation stumuli,
first poly I'C and TNF-« (TP). followed a few hours later by second signals denived from
activated CDA4+ T cells (T4+),

In a first set of experiments, we measured the expression of DC maturation markers
mduced by the sequential delivery of T helper signals after an imtial exposure to TP and we
determined the optimal sequence of addition of these signals. Immature DC (iDC) exposed for
48 hus to TP or to allogeneie T4+, acquired a mature phenotype with an increased expression
of surface CDR0, CD40 and HLA-DR molecules (Fig.1). Interestingly, the maturation level of
these DC was strongly mproved when T4+ were added 10 hrs after the wmitial exposure to TP,
The DC maturation level was also increased. albeit less dramatically, when the delay between
exposure to TP and T4+ was extended to 24 hrs and 48 hrs. These results suggest that matured
DC are more sensitive to T4+-denved signals 10 hrs following mitial exposure to TP and that
this sensitivity then decreased. Therefore, for all subsequent experiments, exposure to second
signals was performed ten hours after exposure to TP.
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Figure 1. Optimal DC maturation is induced by addition of activated CD4+ T cells as a
second signal, ten hours after the first matration signal. Comparative phenotypic analysis of
nmnature dendrtic cells GDC) and mature DC exposed for 48 lus to different maturation
stinnli: TNF-c2 and poly I'C (TP), uradiated acuvated CD4+ T cells (T4=), TP followed by
Ta=, 10 hrs, 24 Tus or 48 lus later (TP+T4+ 10h, TP=Td+ 24h or TP+T4+ 48h). Median
fluorescence mntensity (MFI) is indicated on the corresponding histogram plot

Activated CDI+ T cells as second signals dramatically increases DC maturation

To characterize the phenotypic and functional activities of DC matured by the
sequential delivery of TP and T4+, we analyzed the expression of a large panel of surface
matiration markers: CDS0, CD86, CD83, CDA0, HLA class T and class IT (Figures 2A and
2B). The strongest expression of these phenotypic markers was observed on DC exposed first
to TP and then, ten hours later. to T4+ as a second signal However, the expression of the
HLA-DR molecule was not amplified by the sequential delivery of T4+, Comparatively, when
we tried to mimic the effects of the activated CDA+ T cells by providing DC with a
combination of soluble CD40-L plus IFN-y as a second signal (TP+CT), we also observed aun
mereased maturation level, but not to the same extent as that observed when DC were
exposed to TP plus T4+ Our results suggest that the signal provided by activated CD4+ T
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cells to DC cannot be municked by the snuple addition of CD40-L and IFN-y and that
additional stimuli are probably required.

To further define the effects of sequential exposure to TP and T4+ on DC maturation
level, we measured the secretion of major cytokmes [IL-6, IL-10 and IL-12p70] and
chemokines [CCL3 (Mip-1a) and CCLA (Mip-1p3)] by DC. Supematants of the different DC
cultures were analvzed by cytometric bead amray (Fig.3). We observed that secretion of IL-6.
IL-10 and [L-12p70 by DC was induced by the muxture of TNF-a and Paly LC as we
previously reported (18). These secrefions were strongly increased by the sequential addition
of activated CD4+ T cells, which, alone, did not produce any of these cytokines (data not
shown). In comparison, the addition of soluble CD40-L and IFN-y (TP+CI) after the first
signal, did nor affect the production of TL-6 and IL-10 and shghtly increased the secretion of
IL-12p70. Our results suggest that additional unknown signals delivered by activated CD4+ T
cells participate with IFN-y and CD40-L to ncrease IL-12p70 secretion. In addition, we
observed that secretion of CCL3 and CCLA chemokines, wlich are unplicated in the
attraction of naive T cells i a mouse model (17), 1s also greatly increased by the sequential
addition of T4+ ten howws after the exposure of DC to TP. Thus, the sequential combination of
TNF-c plus Poly LC and activated CD4= T cells conditions the DC to produce the maxinnun
levels of the eytokmes TL-6, TL-10 and IL-12p70 and the chemokines CCL3 and CCLA,
associated with a highly mature surface phenotype. The large amount of IL-12p70 (=15ng/ml)
induced by the sequential maturation of DC by TP plus T4+ would probably provide a
microenvirommnen! favorable to the nitiation and development of Thi and CTL responses. In
connterpart, the large amount of TL-10 production by TP plus T4+-mamred DC would have a
negative effect on these T cell responses (19). Thus, we next examined how such sequential
DC matwation would atfect the profile of the CD4+ T cell responses generated.
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Figure 2: DC treated with activated CD4+ T celly as a secondary manration signal exhibit a

more mature phenonpe,

(A) Comparative phenotypic analysis of 1DC and mature DC

exposed for 48 lus to different maturation stimuli: TNF-¢¢ and poly I:C (TP), CD40-L and
IFN-y (CI). TP followed 10 lus later by CI (TP+CI) and TP followed 10 Ius later by T4~
(TP4+T44). (B) Statsstical analysis of 1DC and mature DC phenotype exposed for 48 lus to

different maturation stimuli (results from six healthy donors). Results are expressed as MFL
Significant differences are indicated by * (P< 0.05), and ** (P<0.01),
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Figure 3: DC matured sequentially with CD4+ T cells as a secondary signal produce high
levels of inflammarory cviokines and chemokines. Supematants were collected from from iDC
and mature DC exposed for 48 lis to different maturation stumuli- TNF-e and poly I:C (TP),
CD40-L and [FN-y (CI), TP followed 10 lus later by CI (TP=CI) or T4+ (TP+T4+).
Cytokines (1L-10, I1L-12p70, IL-6) and chemokines (CCL3. CCL4,) were measured
supernatants using comumercially available BD Cytometric Bead Amay kits. according to the
manufacturer’s protocol. A representative experiment for one donor out of four is shown.

DC matured sequentially with activated CD4+ T cells as a second signal favor Thi
responses

Since we observed a strong maturation profile and a high production of TL-12p70 by
DC sequentially matured by TP and T4+ (Figures 2 and 3). we hypothesized that this
sequential maturation would favor Thl CD4+ T cell responses. Thus, 1 order to charactenze
the nature of the CD4+ T cell response induced by sequentially matured DC. autologous
CD4+ T cells were stmulated by iDC or differentially matured DC previously pulsed with
ovalbumin (OVA), The stimulated CD4+ T cells were analyzed for their production of IFN-y
and IL-4 fourteen days later (Fig4A and 4B). As expected. the sequential DC maturation by
TP plus T4+ induced the strongest CD4+ Thl profile with a high fraction of CD4+= T cells
producing IFN=y and only a few of them producing IL-4, The other maturation stimuli also
polanzed the CD4+ T cell profile towards Thl. but not as strongly as DC sequentially
matured with TP and T4+
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Figure 4: DC manned sequentially with CD4+ T cells as a secondary signal favor Thi
responses. DC were Toaded with ovalbumin, activated by the indicated maturation agents and
used to stimulate autologous CD4+ T lymphocytes at a 1:10 DC/T cell ratio. (A) After 14
days, T cells were re-stimulated with PMA/calcium onomyein for 6 hus and the production of
IL-4 end IFN-y was measured by mtracellular staming and flow cytometry. The percentages
of cells m the corresponding quadrants are indicated on the dot plot. A representative
experiment for one donor out of five is shown. (B) The mean rano of cells producing
exclusively IFN-y or IL-4 was detenmined from five independent expenments. * represents
significant differences (P< 0.05).

DC matured sequentially with activated CDd= T cells as a second signal reduce
CDI+CD25+FoxP3+ T cell responses

We then investigated the percentage of regulatory T cells m these cultures to
detenmine how the differentially matured DC affect this subpopulation. Fourteen days after
the stimulation. the percentage of CD4+CD25+ FoxP3+ cells was measured by flow
cytometry. As expected, iDC generated the highest regulatory T cell proportion (Fig SA and
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5B). The percentage of CD4+CD25-FoxP3+ T cells was lower 1o the cultures stimulated with
mature DC and was minimal when DC were sequentially activated with CD4+ T cells. Even
though 1t was not staustically sigmficant due to lugh vamation m the frequency of
CD4+CD25+FoxP3+ T cells from one donor to another, this effect was observed for the fow
donors tested (Fig.5B) This result raises the question of whether the loss of
CD4+CD25+FoxP3+ population was due to a more active expansion of Thl cells by
sequentially matwred DC or a direct negative effect of sequentially matured DC on the T
regulatory cell population. As assessed by proliferation tests (data not shown), stimulated
autologous CD4+T cells proliferated more when DC had been matured. especially by the
sequential addition of TP plus T4+, Therefore, the decrease in CD4+CD25+FoxP3+ T cells n
CD4+ T cell cultures stimmiated with mamired DC may reflect a dilution of this population by
the proliferating Thl CD4+ T cells. However, we cannot exclude that T4+ licensed-DC may
prevent expansion of regulatory T cells or inhibit their regulatory function, thereby promoting
the expansion of other CD4+ T cells.

A
iDc ™ <l
120 | 13z || "na
el TPeTds
"o 3
g 4
i e
o s
B

“%CD4+ CO25+ ForPde

L5 3§ §
3

Figwre 5: DC matured sequentially with CD3+ T cells as a secondary signal reduce
CDI+CD25+FoxP3+ T cell responses. DC loaded with ovalbumin were activated by the
indicated maturation agents and used 1o stimulate autologous CD4+ T lymphocytes at a 1:10
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DC/T cell ratio. (A) After 14 days, the percentage of regulatory T cells was detenmined by
intracellular staining of FoxP3 and surface staining of CD25 on CD4+ cells by flow
evtometry, (B) The mean percentage of regulatory T cells was determined from four
independent expenments by staining of FoxP3 and CD25 on CD4+ cells

DC matured sequentially with CDd+ T cells as a second signal induce anti-tumor
cyfotoxic CD8+ T cell responses

Sinee we observed that DC matured sequentially with CD4+ T cells as a second signal
induced Thl CD4+ responses and did not amphty CD4-CD25+FoxP3+ T cells, we
speculated that these DC should exhibit a large capacity to mduce CTL responses. Thus, we
investigated the ability of sequentially matured DC to induce CTL specific for a tumor-
assoclated antigen. Thus. autologous HLA-A®0201+ CD8+ T lymphocytes were stimulated
with 1DC or differentially matured DC pulsed with the Melan-A,, i« A27L peptide denved
from the melanocytic differentiation antigen Melan-A/MARTI. After six days of culture, part
of the T cell population was restunulated by peptide-pulsed T2 cells i the presence of
brefeldin A, The proportion of Melan-A-specific CTL was assessed by measurement of
intracellular IFN-y and surface CDS staming by flow cytometry (Fig. 6A and 6B). The greatest
expansion of Melan-A-specific CTL was observed in the culnue where CD8+ T cells were
stimulated by DC that had been sequentially matured by TP and T4+. Indeed, we observed
two-fold more CD8+ T cells able to produce IFN-y in response to the Melan-A peptide in
cultures stimulated with peptide-pulsed DC sequentially matured by TP and T4+ compared to
only TP-matured DC. The addition of CD40-L and IFN-y to DC matured with TP did not
allow to reach the amplification level of Melan-A-specific CTL obtamed with DC matured
with TP plus T4+ These results suggest that other signals than CD40-L and IFN-y are
probably involved in the mduction of Melan-A-spectfic CTL response.

The cyvtotoxic activity of the expanded Melan-A-specific CTL was also analyzed six
days after the stmulation with DC, using Melan-A-pulsed T2 cells (Fig.6C'). The cytotoxic
activities were well correlated to the Melan-A-specific CTL frequency detemuned by IFN-
¥ CDS staining. The highest Melan-A/MART-1 specific lysis was observed in the culure
where CD8+ T cells were stimulated by DC matured with TP plus T4+, suggesting that
sequentially matured DC prime functional cytotoxic T lymphocytes .
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Figure 6. DC marred sequentially with CD4+ T cells as a secondary signal generare
avtotexic T cells. DC actuvated by the indicated maturation agents were loaded with Melan-
Apeis A2TL peptide. and used to stimulate autologous CD8+ T lymphocytes at a 1:10 DC/'T
cell ratio. (A) After 6 days. T cells were re-stimulated with unloaded or Melan-A peptide-
loaded T2 cells for 6 s and the production of IFN-y by CD8+ T cells was measured by
ntracellular staining and flow cyvtometry. The percentages of IFN-y+ CD8+ T cells are
mdicated on the dot plot. A representative experiment for one donor out of three 15 shown, (B)
The mean munber of IFN-g+ CD&+ T cells responding to Melan-A peptide was deternuned
from three mdependent experiments. ** represents significant differences (P< 0.01). (C)
CD8* T cells were mcubated for 4 hrs with Melan-A peptide and "'Cr loaded T2 cells at
Effector:-Target ratios of 3:1 (white), 10:1 (grey). 20:1 (black). The percentage of lysis was
then mensured by CrS1 release compared to spontancous and maximal release. A

representative experiment for one donor out of three is shown.

Anti-tumor cytofoxic CD8+ T cells primed by sequentially matured DC with CDI+ T
cells as a second signal exhibit a long-term memory phenotype
It has been established in mouse models that CD4+ help plays a role m the

differentiation of long-term memory CD8+ T cell responses (2). Thus, fourteen days after the
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stimulation, the effector/memory phenotype of T cells surviving after the contraction phase in
Melan-A-specific CTL cultures was charactenzed with markers curently used in the
literature; CD27. CD28, CD45RO, CD45SRA. CD127 and CCR7 (20). Cells were stained with
an anti-CD45RO+ mAb to identify memory CD8+ T cells, and their expression of CD27,
CD28 and CD45RA was analyzed (Fig.7). Indeed, these three markers are expressed on naive
T cells. but tend to disappear upon the acquisition of effector function and are re-expressed
strongly (CD27 and CD28) or moderately (CD45RA) when T cells acquire the memory
phenotype. We thus found that a population of CDASRO+ CD27+ CD28+ CD45RA
intennediate cells among the CD8+ T cells, persisted i the culture and were more frequent in
the condition whese DC had recerved secondary signals from activated helper cells (TP+T4+),
The combmation of CDA0-L plus TFN-y as a second signal had a weaker effect. We then
studied CD127 (IL-TRa) expression on thus population. Indeed. 1t 1s now acknowledged that
selective expression of CDI27 identifies memory cell precursors (21). We observed that
CD45SRO+ CD28+ CD45RAmnt cells expressed CDI127, with a much higher intensity mn the
“TP+T4+" condition (MFI=107 for TP+T4+ vs. MFI<65 for all other conditions). These cells
identified as CD45RO+ CD45RAint CD27+ CD28+ CD127hi display a phenotype typical of
long-lived memory T cells.

To complete the charactenization of these memory T cells, we analyzed thei
expression of CCR7. Indeed. rwo mains populations of memory CD8+ T cells have been
described depending on their expression of CCR7: CCR7- effector memory T cells (Tem) and
CCRT+ central memory T cells (Tem) (22). We observed that the memory T cells obtained
from stimulaton with DC sequentially matured with T4+ as second signals, exhibit both
memory profiles, Tem (37.6%) and Tan (55.7%). whereas the majority of memory T cells
obtained from other mature DC were mainly CCR7- Tem. Furthermore, CCR7 expression
was stronger on the Tcm obtamed from sequentially matured DC compared to the Tem
obtained from other conditions (MFI=21 for TP=T4+ vs. MFI<10 for all other conditions).
Thus, our results demonstrare that sequential maturation of DC in the presence of helper cells
contributes to the generation of a long-term T cell pool composed of both Tem and Tem

MEMOrY COmponents.
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Figire 7: DC matured sequentially with CD4+ T cells as a secondary signal favor the
generation of CDS+ T cells exhibiting a memorv plenonpe. DC were activated by the
indicated mamuration agents, loaded with Melan-Aj s34 A27L peptide, and vsed to stunulate
autologons CD8+ T lvmphocytes at a DC/T cell ratio of 1:10. After 15 days. the CD8+ T cell
memory profile was determined by immunofiuorescence and flow cvtometry. T cells were
eated according to their morphological properties and CD28, CD27. CDI27 and CCR7
expression was studied on the CD45SRO+ CD45RAmt T cell population (R1 gate). The
percentage of gated cells is indicated on the dot plot. A representative expenment for one
donor out of three 1s shown.
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Discussion

DC maturation is a multi-step phenomenon, with a first maturation signal received in
the periphery (mflanynatory and/or pathogenic signals), which at least mduces DC activation
and their migration to lymph nodes where they receive additional maturation signals from
activated T cells. In this in virro study. we characterized, for the first time, this sequential
maturation of hunan DC with activated CD4+ T cells as a second signal. We show that
maturation of DC to fully initiate CD8+ T cell responses requires second signals delivered by
activated CDA+ T cells, a few hours after exposwre to penpheral mamration stimuly. DC
activated by this sequential procedure exhibit a more profound mature phenotype, which
inproves their ability to skew the CD4+ T cell response towards the Thl phenotype, lumits
the presence of CDA+CD25+FoxP3+ regulatory T cells and leads to the differentiation of
numor antigen-specific CTL with a long-tenn memory phenotype.

In peripheral tissue, DC exposed to matwration stunuli from pathogens or
wflamunatory cells mature and mngrate to secondary lymphoid organs. such as the lymph
node. where they meet CD4+ and CD8+ T cells (2). In secondary lvinphoid organs. activation
of CDI= T cells by manure DC results in stimulation and conditoning of DC by CD4= T cells
that “license™ DC to induce CTL responses (13, 14, 23). However, among the in virro studies
of human DC maturation. only a few have questioned the umpact of tlus sequential maturation
process (18, 24). These previous studies showed that sequential maturation of DC with
penpheral stimuli followed a few hours later by CD4= T cell-denived signals (CD40-L or a
combination of CD40-L and IFN-y), resulted in a higher production of IL-12. compared to the
conditions where these stimuli were added together. In our study. we confirmed these results
by using a combination of CD40-L and [FN-y as a second signal. We further show that
allogenic activated CD4+ T cells used as a second signal are more efficient at maturing DC
than the combination of CD40-L and IFN-y, suggesting a more complex exchange of signals
between these two types of cells. In addition to CD40-L and [FN-y, CD4+ T cells produce
other factors such as molecules of the TNF famuly (TNF-a; TRANCE. ) and cytokines such
as IL-2, which may explam the difference observed on DC between the CD40-L/TFN-y
combmation and activated CDd+ T cells used as second signals. Indeed, DC manued by
activated CD4+ T cells as the second signal exlubited a more mature phenotype and had a
better ability to direct the immune response towards a Thi profile and to induce an anti-tumor
CTL response with a long-term memory phenotype.

In mouse models. 1t has been well established that CD40-L is one of the main
activated CD4= T cell signals provided to DC and that CD40-L/CD40 interactions “license”™
DC to initiate differentiation of naive CDS8+ T cells to effector CTL (13, 14, 23). Furthermore,
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these CD4+ T cell/DC interactions not only affect the maturation phenotype of DC, but also
iduce the secretion of chemokines by DC, such as CCL3 and CCLA (Mipl-ot and -3). These
chemokines are reported to have a chemotactic effect on naive CDS+ T cells (17) and favor
the encounter of rare antigen-specific naive CD8+ precursors with antigen presenting, tature
DC. In our study. we show that DC exposed to activated CD4+ T cells secrete high quantities
of these two chemokines which. i humans, may have the same chemotactic effect on naive
CD8= T cells as that observed in nmice. Furthenmore, 1t has been shown that CCL3 and CCIA
produced by T helper-condimoned DC play a role in the genertion of pre-memory CDS+ T
cells charactenzed by a high expression of IL-6Ra and IL-7Ra (25). Survival of these pre-
memory CD8+ T cells is dependent on IL-6. even i the presence of IL-7 and IL-15. In
addition, 1t has been shown that IL-6 produced upon TLR signaling can block CD4+CD25+ T
cell-medhated suppression (26). These effects of IL-6, CCL3 and CCL4 on the mmune
response fit well with our present observations. Indeed, activated CD4+ T cells exposed to
mature DC. which produced the highest amount of IL-6, CCL3 and CCLA, induced Melan-A-
specific CTL, which exhibited the strongest long-term memory phenotype (CD27+ CD28+
CD45RAmt CD45RO- CD127+ CD&+). In addition, the proportion of CD4+CD25+FoxP3+
was greatly reduced m culnures where T cells were stmulated with sequentally matured DC.

We also observed a dramatic effect of activated CD4+ T cells on IL-10 and IL-12
production by mature DC. The IL-12 secretion by DC skews the imnmmne response towards a
Thi profile (27. 28). whereas IL-10 inhibits it (19). In our study, activated CD4+ T cell-
exposed mature DC, which produced the lughest amount of IL-10 and TL-12, were the most
efficient to direct the mmune response towards a Thl profile. Furthennore, these cells
acquired the highest capacity to induce a CTL response against a tumor-associated antigen
such as Melan-A from HLA-A*0201+ healthy donor blood. Therefore, the balance of effect
between [L-10 and IL-12 is in favor of 1L-12, skewing the immune response towards a Thl
profile. The fact that DC secrete large amounts of IL-6 and IL-12 uwpon CDd4= T cell
interaction, 15 an additional pathway for the helper signals to favor efficient long-lasting CTL
responses and to limit tolerance.

Several anti-twnor inmmmunotherapeutic strategies have been set up during the last
decade, such as jection of anti-tumor-specific T cells or tumor antigen-loaded DC. notably
to treat melanoma patients. Despite induction of anti-tumor T cell responses and encouraging
clinical results, one common problem encountered dunng these protocols 1s the failure o
induce a long-lasting anti-tumor T cell response (29. 30). Indeed. in adoptive numunotherapy
clinical tnials, anti-tumor-specific T cells are detected for only a few days following injection
i the patients (31, 32). In DC-based chimeal mals, progression of the disease afier a period of
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stabilization occurs when the anti-tumor-specific CTL response ceases (33). and a re-
stimulation of anti-tumor-specific T cells is required for these cells to be detected several
weeks after the DC injection (34). Interestingly. Rosenberg’s group designed a modified
clinical mal based on immunotherapy to increase the survival of umor-antigen-specific CTL
mjected 1o patients (35), They treated the patients with a Iymphodepleting chemotherapentic
regimen prior to the mjection of T cells to limit the negative effect of CD4+CD25+ regulatory
T cells and to disrupt homeostatic T cell regulation. The authors succeeded in inducing a
long-lasting anti-umor-specific CTL response that was stull detectable m the blood of
responding patients two months after the njection. They were also able to define the
phenotype of these fumor-reactive cells as effector memory T cells (Tem) charactenzed by a
CD27+ CD28+ CD4SRAmt CDO2L- CCR7- CDI27+ phenotype (20), However, in & mouse
model. transter of anti-unor central memory T cells (Tem) was shown to be more efficient at
mducing tumor regression than transfer of anti-tunor Tem (36). Both memory subsets play a
complementary role in T cell memory responses. In the periphery, Tem are able to quickly
lyse cells harbonng the antigen. This cytotoxic response is reinforced by a new pool of
effector T cells differentiated from Tem exposed to the antigen m secondary lymphoid organs.
Thus. it is likely that the presence of both subsets is required for optimal memory T cell
responses. In our study, we demonstrate that DC sequentally matured with poly I:C plus
TNF-« followed by activated CD4+ T cells. allow the prmung of tumor-associated antigen-
specific CTL, which differentiate in visre into both Tem and Tem memory subsets. The Tem
exhibited a CD27- CD28+ CD45RAint CDi27+ phenotype similar to the persistent anti-
tumor T cells described by Powell et al (20). Altogether, the results of our study suggest that a
sequential maturation procedure. which improves DC ability to direct the CD4+ T cell
response towards the Thl phenotvpe and limits the presence of CD4+CD25<Foxp3+
regulatory T cells, may represent an useful approach to mduce a long-lasting anti-tumor
memory T cell pool contaming both effector and central components,

Thus, our work demonstrates. for the first time. that sequential maturation of human
DC using activated CD4+ T cells as a second signal greatly increases the capacity of DC to
prime a complete CTL response with establislment of a long-term memory phenotype. This
work has mmportant mmplications for the development of DC-based immunotherapy and
highlights the requirement of T helper-denved signals in the DC maturation process.
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Figure 33 : Marquage en cytométrie en flux de CD119 (IFNyR1) et CD40 sur des DC immatures
et matures (TNFa + polyIC). Le CD119 diminue avec la maturation alors que le CD40
augmente. A 10-12h, les DC sont a un stade intermédiaire ou elles expriment les deux
récepteurs et sont capables de répondre a des signaux de maturation supplémentaires.
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Figure 34 : Cinétique de marquage en cytométrie en flux de CD40 sur des DC maturées par un
signal court (10 heures de TNFa + polyIC). Le CD40 augmente pendant toute la durée de
stimulation pat TNF + polyIC, stagne ensuite, puis réaugmente, montrant ainsi que quelques
heures de stimulation suffisent a engendrer le programme de maturation. En stimulation
continue par les agents maturants, le CD40 augmente de maniére constante mais a un niveau
équivalent a celui d'une stimulation courte (données non montrées).
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Figure 35 : Sécrétions d’IL6, Mig et IP-10 dans des surnageants de DC maturées (48h) selon
différentes conditions (mesurées par le kit Flex CBA, BD Biosciences).

im : immature ; TP : TNFa+polyIC; TP+CI: TNFa+polylIC suivi 10 heures plus tard de
CD40L+IFNy; TP+T : TNFa+polyIC suivi 10 heures plus tard de LT CD4 allogéniques
activés; CI: CD40L+IFNy; PGE2 : prostaglandine E2 (servant de témoin du profil Th2).

On remarque que IL6, Mig et IP-10 sont fortement induites par une maturation séquentielle,
notamment avec des LT activés. Ceci recoupe les données sur CCL3 et CCL4.
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L’'immunothérapie a base de DC n’en est pas a ses débuts en termes de nombre
d’essais cliniques déja réalisés. Par contre, malgré des résultats obtenus plus ou
moins décevants, et vu 'avancée des connaissances sur la biologie des DC et de leurs
interactions in vivo avec leur environnement, on est en droit de penser que cette
thérapie représente encore une voie prometteuse pour la guérison du cancer.

Le point essentiel qui ressort de ces essais cliniques est la nécessité de standardiser
les protocoles de culture des DC. Nous avons justement montré recemment que le
choix du milieu de culture n’était pas sans effet sur le profil des DC (Royer et al.
2006). Des études pré-cliniques, inter-laboratoire, sont nécessaires pour apporter un
consensus sur les conditions de culture, le type de progéniteur (monocyte ou
précurseur CD34+), le temps de culture (6 jours, 48h), le type de cytokines (IL4,
IL13). Derniérement, il a été décrit des DC générées en 24 heures avec de I'IL4 et de
I'IFNB, qui une fois maturées, présentent un profil et des propriétés uniques,
intéressantes pour la thérapie (Zhang et al. 2008). Mais quel recul avons-nous sur ce
type de DC et les réponses in vivo qu’elles induisent ?

Le mode de chargement en antigéne est aussi un point clé, qui dépendra du type de
tumeur a traiter, s'il existe des antigénes spécifiques ou pas. D’autres investigations
seront aussi nécessaires pour savoir s’il faut cibler les DC avec les antigenes ou un
vecteur particulier, comme un anti-lectine (anti-DEC205) ou des glucoconjugués par
exemple, ou les transfecter avec I’ADN ou '’ARNm codant l'antigene (Bonifaz et al.
2002; Milazzo et al. 2003; Srinivas et al. 2007). La phagocytose de cellules tumorales
apoptotiques (et soumises a un stress) est un stratége avantageux qui permet
d’associer approvisionnement en antigenes et molécules de danger (Masse et al
2004).

L’utilisation de microparticules comme les exosomes est une approche intéressante
de vaccination. Cependant, elles sont générées a partir de DC immatures. Récemment,
un autre type de particules a été décrit, dérivé de DC matures par sonication, et
semble étre une approche prometteuse pour l'activation de réponses immunes

(Kovar et al. 2006). Les exosomes, captés par les DC in vivo, peuvent étre utilisés en

171



Discussion

thérapie si associés a la co-injection de signaux de maturation. Ceci peut étre une
nouvelle alternative de vaccination anti-tumorale (Hao et al. 2007a). Ces exosomes
ont aussi la possibilité d’étre capturés par les LT CD4 qui peuvent jouer le role d’APC
en présentant les peptides antigéniques aux CD8, avec sécrétion d’'IL2, augmentation
des réponses cytotoxiques contre la tumeur, création d’'une mémoire et limitation des

Treg (Hao et al. 2007b).

Les points délicats de la thérapie par DC résident dans la maniére de les injecter
(voies d’administration, nombre, fréquence) et la maniére de les maturer, de telle
maniére qu’'une fois in vivo, elles soient capables de migrer efficacement et en
nombre suffisant dans les ganglions lymphatiques. Dans cette optique, combiner les
voies d’injection permettrait d'induire une protection plus systémique du patient et
d’assurer un contrdle des tumeurs a leurs différents sites d’installation (Mullins et al.
2003).

La maniére de les maturer reste encore un point clé étant donné la multitude de
signaux qu’elles sont capables de recevoir et la signature particuliére de chacun sur le
profil des DC. Les signaux provenant de LT helper se sont révélés essentiels pour la
maturation des DC a des fins de réponse immune efficace. Leur effet est
particuliérement visible au niveau des cytokines et des chimiokines qu’elles
produisent. Ainsi, grace a nos puces a ADN, nous avions montré que les DC
exprimaient fortement certaines chimiokines. Le dosage de celles-ci dans les
surnageants de culture a montré des taux trés élevés (hors gamme) lorsque les DC
étaient maturées séquentiellement, que ce soit pour CCL3 ou CCL4 qui attirent les LT
naifs ou IP-10 et Mig qui sont plus spécifiques des Th1 et CTL activés ou mémoires
(résultats III.). Ces résultats mettent en avant les interactions DC-LT dans la
modulation de la réponse immune. Il sera donc important de prendre en compte ces
données dans les protocoles de production des DC, soit en incluant des signaux
secondaires de maturation délivrés séquentiellement, ou en combinant DC et LT
activés (Sato et al. 2004). Favoriser la migration des DC vers les ganglions reste donc
une étape clé de 'immunothérapie.

Enfin, la modulation in situ des DC est une approche qui va certainement se
développer car elle permet une mise en oeuvre moins lourde qu'un vaccin ex vivo.

Des DC immatures chargées en antigenes, ou des exosomes, peuvent étre injectés,
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associés a un prétraitement de la zone d’injection avec des cytokines inflammatoires
ou des ligands de TLR, permettant d’induire in vivo la maturation des DC injectées et

résidentes.

Face a ces questions d’ordre technique sur la culture des DC, se pose le probleme de
leur validité, d'un point de vue phénotype, pour garantir un maximum d’efficacité. Il
est évident qu'il est impossible d’avoir un seul critére de qualité des DC. Le CD83 a
longtemps été utilisé comme le marqueur associé a une bonne efficacité de
maturation mais, bien qu’il soit important pour l'activation lymphocytaire, son role
est encore mal connu (Prechtel and Steinkasserer 2007).

De maniere routiniere, les DC sont phénotypées pour quelques marqueurs
membranaires (CD80, CD86, CD83, CD40, HLA-ABC, HLA-DR, CCR7, DC-SIGN, CD14)
et quelques cytokines (IL10, IL12p70). Mais cela suffit-il pour attester de 1'état de
maturation des DC et s’assurer de leur bonne efficacité? C'est dans cette
problématique que nous avons mis au point des puces a ADN dédiées aux DC : des
puces avec un nombre assez restreint de génes, pouvant étre utilisées en routine, avec
une analyse facilitée, mais apportant une vue d’ensemble, relativement complete, du
profil des DC générées. Ces puces « a facon » se sont révélées étre un outil trés utile,
complet et concordant avec la littérature et les autres techniques de phénotypage
(résultats 1.).

Cependant, les puces a ADN sont le reflet du transcriptome, et non pas du phénotype
réel. 1l serait intéressant a 'avenir d’utiliser des puces a protéines, bien que plus
complexes, elles seront plus informatives (Le Naour et al 2001). Il est vrai que
généralement une induction d’ARNm traduit une expression de protéines. Mais de
nombreuses modifications post-traductionnelles peuvent influencer 'expression
protéique. De méme, un certain nombre de molécules sont stockées dans des
vésicules et libérées a la suite d'un signal. Le cas du CCR7, par exemple, est
intéressant. 1l fait partie des genes induits tardivement (avec CXCR4) (Huang et al.
2001). Or c’est une molécule qui doit étre exprimée trés rapidement apres induction
de maturation pour permettre la migration des DC vers les ganglions drainants.
L’étude de son expression en cytométrie en flux montre une expression assez rapide,
avec un maximum atteint a 24h de maturation (Spisek et al. 2003). Peut-étre y-a-t'il

une induction en deux temps de cette molécule, la premiere (rapide par exocytose de

173



Discussion

vésicules de stockage) assure l'adhérence des DC aux cellules endothéliales des
vaisseaux lymphatiques, la seconde (aprés synthése de novo) permet leur migration

vers les ganglions en réponse aux signaux des cellules stromales (Forster et al. 2008).

Que ce soit puces a ADN ou puces a protéines, il apparait important de phénotyper les
DC a usage clinique avant injection.

Il n’est pas possible de trouver un marqueur de DC fonctionnellement efficace car il y
a trop de paramétres a prendre en compte.

Par contre, on peut imaginer faire un « profiling » de DC « contrdles », dont I'eficacité
est prouvée, en prenant en compte la réponse CD4, CD8, LB, cellules accessoires (NK,
gamma delta...) et les mécanismes de tolérance ou de régulation, et qui servira de
référence. Chaque lot de DC serait testé par rapport a ce controle et selon le degré de

ressemblance, on pourrait prédire I'efficacité des cellules.

Ceci permettrait d’éviter d’injecter a des patients, atteints de cancers et déja affaiblis
par la chmiothérapie et la radiothérapie, des DC pouvant étre potentiellement
tolérogenes. La balance immunité/tolérance est le fruit d'une fine régulation qui
prend en compte tous les signaux environnants. Ainsi, nous avons montré que les DC
maturées par stimulation des TLR, ou encore dans un contexte inflammatoire (TNFa
+ PGE2), pouvaient exprimer IDO et ses enzymes associées au métabolisme du
tryptophane. L'IFNy ou le CD40L sont aussi inducteurs d’'IDO. Cependant, pour ces
deux derniers signaux, I'ordre de délivrance est d’'une importance capitale. Des DC
CD123+ immatures expriment la protéine IDO mais nécessitent I'intervention de
I'IFNy pour avoir une activité enzymatique. Par contre, si I'lFNy est délivré a des DC
déja maturées (par du CD40L), on observe une baisse d’IDO, que ce soit au niveau
enzymatique, protéique ou de 'ARNm (Munn et al. 2002). L’équipe de Grohman a
montré le méme phénomeéne (chez la souris) : si des DC regoivent une stimulation du
CD40 ou de I'IL6, ceci bloque I'induction d'IDO par I'I[FNy, en diminuant I'expression
du récepteur (CD119). Ceci n’est valable que si les DC regoivent les signaux
séquentiellement (Grohmann et al. 2001). Cependant, I'équipe de Munn en 2004 a
montré que les DC matures répondaient de maniére spécifique a 'lFNy en diminuant
I'activité d’IDO. Cette diminution peut étre prévenue par stimulation du CD80 et

CD86. Cependant, CTLA4 garde sa supériorité sur CD28 (Munn et al. 2004). Ainsi, une
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interaction avec les LT, qui apres activation expriment CD40L et sécretent de I'I[FNy,
peut moduler le profil des DC et leur expression d’IDO. Cette interaction, qui implique
aussi les molécules B7, influencera la décision immunité/tolérance, selon le type de
LT en cause et la modulation de leurs signaux.

En réponse a nos questions de départ sur le réle d’'IDO chez les DC matures, il est
adéquat de la considérer comme un systéme de régulation de la réponse immune : en
I'absence d’intéraction avec des LT accessoires, IDO s’exprime et met un terme a la
réponse immune (via la dégradation du tryptophane, via les métabolites, via
I'induction de Treg), alors que le conditionnement des DC par des cellules accessoires
abolit 'expression, ou du moins 'activité d’IDO. De méme, des DC qui rencontrent des
LT en I'absence de signaux primaires de maturation, sont tolérogénes car expriment
IDO. Il existe d’ailleurs une régulation réciproque des DC et des Treg, CTLA4 induisant
IDO, les DC IDO+ activant les Treg a proliférer (en présence d’IL2) (résultats Il.). Ceci
est a mettre en relation avec le fait que des DC maturées séquentiellement induisent
une proportion plus faible de Treg (CD25hi foxP3+) dans les populations de CD4
(résultats II1.).

Favoriser l'intéraction des DC avec les cellules accessoires permet non seulement de
favoriser les réponses CD8, d'induire une mémoire immunitaire, mais aussi d’agir sur
la balance immunité/tolérance en contrdlant les systémes de régulation.

I serait intéressant d’étudier IDO et sa cascade enzymatique dans le cas de notre
protocole de maturation.

Mais il apparait évident que ce type de données devra étre pris en compte dans les
protocoles futurs de génération des DC a usage thérapeutique. Des essais ont été faits
pour inhiber IDO in vivo en administrant un inhibiteur spécifique, le 1MT.
Malheureusement, ces essais ont utilisé 'isomere D, alors que c’est le L-1MT qui

inhibe IDO (Lob et al. 2008).

Les résultats des nombreux essais cliniques utilisant les DC laissent une impression
mitigée sur leur efficacité. Il ne faut cependant pas abandonner cette stratégie de
vaccination car elle est a mon sens encore trés prometteuse. Les régressions
spontanées de tumeurs sont souvent associées a l'infiltration par des lymphocytes,
mais aussi par des DC, ce qui souligne leur role primordial dans les réponses anti-

tumorales (Saleh et al 2005).
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Par contre, il est important d’avoir conscience que cette thérapie par DC n’est pas un
substitut aux traitements anticancéreux conventionnels. La chirurgie reste la
premiére ligne de traitement, et peut étre suivie d’'une cure de chimiothérapie et de
radiothérapie, selon les cas. L'immunothérapie se place en troisiéme ligne, assurant
une protection de I'individu face a de nouvelles agressions des cellules tumorales, et
permet ainsi d’éviter les rechutes. Ces thérapies ne sont pas incompatibles entre elles.
Il est tout-a-fait possible de générer un vaccin a base de DC dérivées de monocytes
chez des patients atteints de cancers (leucémie aigue myéloblastique) et ayant subi
de la chimiothérapie, 'important étant de respecter des intervalles de temps
suffisants entre les différentes thérapies (Royer et al 2008). De méme, la
radiothérapie peut conférer un certain bénéfice a I'immunothérapie, en créant un
environnement inflammatoire du tissu envahi qui favorisera la maturation des

cellules de I'immunité et leur activation (Demaria et al. 2005).

L’'immunothérapie par DC n’exclue pas non plus les autres formes d'immunothérapie.
La combinaison de différentes formes, telle que l'utilisation d’immunocytokines,
permettrait de complémenter les DC. L’injection de LT spécifiques activés (TIL, y3,
NK) peut assurer une premiére défense immune, les DC servant d’adjuvant pour
I'installation d’'une mémoire. D’autres stratégies ont été imaginées telle que la
lymphodéplétion avant ACT, ou [l'utilisation d’anti-CD25 ou anti-CTLA4, qui
permettent d’éliminer ou de contrdler les LT régulateurs.

Enfin, l'utilisation de facteurs anti-angiogéniques (anti-VEGF...), en plus de la
vaccination par DC, permettra d’agir sur plusieurs niveaux simultanément et pourra
garantir une meilleure efficacité : controler la croissance de la tumeur tout en activant
une défense destructrice (Nair et al 2003). Etant donné la complexité du
développement tumoral, son traitement ne peut pas étre unimodal et doit au

contraire frapper sur tous les fronts.

L’'immunothérapie, qui vise a induire des réponses cytotoxiques, tout en limitant les
phénoménes de régulation ou de tolérance, et en induisant une mémoire
immunitaire, a un avenir certain avec l'utilisation des DC. L’amélioration des

protocoles de culture, de maturation, d’injection de ces cellules sera le point clé des
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années a venir. En particulier, favoriser la rencontre des DC avec les LT CD4 helpers,

devra étre la préoccupation primaire.
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Annexes

ANNEXE
Chemokines Receptors Functions
I-TAC, MIG, IP10 CXCR3 Effector T cells®
= CXCL16 CXCRB Effector T cells
] RANTES, MIP-1c;, MCP-2, MCP-3 CCR1 Effector T cells
= MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4 CCR2 Effector T cells
£ Eotaxin-1, Eotaxin-2, Eotaxin-3, RANTES, MCP-2, CCR3 Effector T cells (Ty2)
E MCP-3, MCP-4, MEC
:—E RANTES, MIP-1c;, MIP-1p, MCP-2 CCR5 Effector T cells (Tu1)
£ 1309 CCR8 Effectar T cells (Ty2)
Fractalkine CX,CR1 Effector T cells
MDC, TARC CCR4 Effector T cells (Tu1,Tu2),
memory T cells® (CLA),
transitional thymocytes
LARC CCR6 Effector T cells, B cells,
memory T cells (CLA, oups)
CTACK, MEC CCR10 Memaory T cells (CLA)
SDF-1 CXCR4 Naive, memory T cells,
o B cells, thymocytes
'-.3 BCAA1 CXCRS Follicular B helper T cells
e (Tru), B cells
g SLC, ELC CCRT Maive, central memory T cells
E (Tem), B cells,
] mature medullary thymaocytes
I TECK CCRY Memory T cells (cBs). B cells,
immature thymocytes
DC-CK1 Unknown  Naive T cells

Classification des chimiokines
Moser B. and Loetscher P. 2001. “Lymphocyte traffic control by chemokines”.
Nat Immunol 2(2) : 123-128
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Les cellules dendritiques en immunothérapie anti-tumorale :
caractérisation et maturation

Les cellules dendritiques (DC) font partie intégrante de I'immunité, a
I'interface entre le systeme inné et le systéme adaptatif. De par leur
capacité de présentation antigénique (sur les CMH de classe I et II), de
maturation et de migration aux organes lymphoides secondaires, elles
possedent la propriété unique d’activer les lymphocytes T naifs et de les
induire en différenciation. Ainsi, elles sont a la base de la spécialisation
lymphocytaire CD4 et CD8. Elles apportent aussi une aide aux
lymphocytes B et aux cellules NK et sont capables d’'interagir avec un
grand nombre de types cellulaires (neutrophiles, éosinophiles, cellules
endothéliales...). Elles peuvent activer les réponses immunes ou au
contraire les réguler, selon les conditions de maturation. Depuis
plusieurs années, elles sont utilisées en thérapie anti-tumorale mais,
malgré l'obtention de réponses lymphocytaires, les résultats cliniques
restent encore décevants. Il est donc primordial d’améliorer leurs
conditions de production et d’avoir une meilleure connaissance et
mafitrise de leur profil. Ceci nous a amené a développer dans un premier
temps un outil de phénotypage permettant d’avoir une vue d’ensemble
de leur profil. Ensuite, nous avons étudié la molécule tolérogéne IDO,
induite pendant la maturation, et son implication dans la biologie des DC.
Enfin, nous avons mis au point un protocole de maturation séquentielle
permettant aux DC d’acquérir des qualités fonctionnelles favorables a la
mise en place d'une réponse immunitaire a long terme. L'ensemble de ce
travail devrait ainsi contribuer a 1'amélioration de la production de ces
cellules pour leur utilisation en immunothérapie anti-tumorale.

Mots-clés :

cellules dendritiques, immunothérapie, maturation, phénotype
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Dendritic cells in anti-tumoral immunotherapy :
characterization and maturation

Dendritic cells make integrative part of immunity, at the interface
between innate system and adaptive one. In regards of antigenic
presentation capacity (on class I and I MHC), of maturation and
migration to secondary lymphoid organs, they possess the unique
property to activate naive T Ilymphocytes and to induce their
differentiation. Thus, they are on the basis of CD4 and CD8 lymphocyte
specialization. They can also bring help to B lymphocytes and NK cells
and are able to interact with many cell types (neutrophiles, eosinophiles,
endothelial cells...). They may stimulate immune responses or, in the
contrary, regulate them, depending on maturation conditions. Since
many years, they've been used in anti-tumoral therapy but, despite of
some lymphocyte responses, clinical results remain disappointing. It's
therefore essential to improve production conditions and to have a fully
comprehensive assessment and skill of their profile. Such preoccupations
led us first to conceive and validate a phenotyping tool allowing a
complete view of their profile. Second, we focused our research on the
tolerogenic molecule IDO, induced during maturation, and its role in DC
biology. Finally, we designed a sequential maturation protocol, allowing
DC to acquire functional properties for establishment of long term
immune response. This work in its whole should contribute to
improvement of DC production for use in anti-tumoral immunotherapy.

Key words : dendritic cells, immunotherapy, maturation, phenotype

Séverine TANGUY-ROYER
INSERM U601
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