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Introduction- Partie I : Biologie des cellules dendritiques

Définition

Le systetme immunitaire a développé deux principales stratégies pour protéger 1’organisme
contre les pathogeénes. La premiere ligne de défense est assurée par les cellules de I’immunité
innée que sont les macrophages, les cellules NK, les neutrophiles, qui agissent de fagon peu
spécifique pour éliminer les intrus en les ingérant et en sécrétant des cytokines. Cette
immunité innée n’est cependant pas infaillible. Une deuxieéme ligne de défense dite immunité
adaptative permet une reconnaissance spécifique des pathogeénes et 1’établissement d’une
mémoire immunologique. Cette immunité adaptative est de deux ordres: une immunité
cellulaire assurée par les lymphocytes T et une immunité humorale permise grace aux
anticorps produits par les lymphocytes B. Toutefois, ces cellules T de I'immunité adaptative
ne peuvent reconnaitre directement les pathogenes. L’ information doit leur étre traduite grace
a I’intervention des cellules dendritiques.

Les cellules dendritiques (DC) constituent une population hétérogéne (Shortman et al., 2002)
de cellules hématopoiétiques dérivant de la moelle osseuse. Depuis leur mise en évidence en
1868 par Langerhans dans I’épiderme (Langerhans, 1868), puis dans les organes lymphoides
secondaires par Steinman et Cohn en 1973 (Steinman et al., 1973), de nombreuses sous-
populations de DC ont été décrites avec différents phénotypes, différentes localisations et
différentes fonctions traduisant leur diversité. Elles sont disséminées dans la plupart des tissus
périphériques et plus particulierement aux sites d’interface avec I’environnement ainsi que
dans les organes lymphoides (Banchereau ef al., 1998; Banchereau et al., 2000). Les DC sont
les plus efficaces des Cellules Présentatrices d’ Antigenes professionnelles (CPA) (Steinman,
1991).

A T’état immature, les DC sont réparties dans tout I’organisme, et plus particulierement au
niveau des voies de rencontre avec les pathogénes telles que la peau et les muqueuses ou elles
agissent comme des sentinelles. Elles possedent a leur surface tout un panel de récepteurs qui
vont leur permettre de scruter I’environnement. Lorsqu’elles rencontrent un pathogeéne et
qu’elles reconnaissent les ligands des Toll Like Receptors a leur surface, les DC s’activent, ce
qui va se traduire par une maturation et une migration simultanées de ces DC. Elles vont
ensuite présenter les antigenes des pathogenes phagocytés sur des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I et de classe II. Cette présentation antigénique
s’accompagne d’une sur-régulation des récepteurs de chimiokines dont CCR7 qui va
permettre la migration des DC des tissus vers les ganglions lymphatiques drainants via les
vaisseaux lymphatiques. Lors de cette migration, les molécules de CMH couplées a des

antigénes vont étre transportées vers la membrane plasmique permettant ainsi la présentation
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de ces complexes CMH-peptides aux lymphocytes T des ganglions. En parallele, la
maturation va se traduire par une augmentation a la surface des DC des molécules de
costimulation nécessaires a 1’activation des lymphocytes T. A leur arrivée dans les ganglions,
les DC sont alors capables d’interagir avec les lymphocytes T naifs et ainsi d’induire leur
différenciation en LT effecteurs. Les DC sont les seules capables d’induire des réponses

immunes primaires (Hart, 1997; Banchereau et al., 1998).

1. BIOLOGIE DES CELLULES DENDRITIQUES

1.1. Les diverses sous-populations de DC

Les DC se caractérisent par leurs propriétés de capture et de présentation antigénique aux
lymphocytes T naifs. Toutefois, de nombreuses sous-populations de DC ont été identifiées.
Les DC ne sont pas homogenes en ce qui concerne leur phénotype, leur situation, leur
fonction immunologique et leur recrutement face a un stimulus inflammatoire (Shortman et
al., 2007). L’hétérogénéit¢ des DC a été longuement étudiée. Au-dela de la simple
différenciation faite entre les DC au niveau phénotypique, la distinction doit étre faite a
différents niveaux. Ainsi, les DC peuvent étre divisées en DC que 1'on appelle
conventionnelles et les pré-DC qui représentent des précurseurs de DC a la derniére étape de
différenciation avant de devenir des DC pleinement fonctionnelles (Shortman et al., 2007).
Cette dernicre ¢tape de développement apparait souvent en présence de stimuli
inflammatoires ou microbiens. Ces pré-DC, au phénotype et a la fonction intermédiaires,
peuvent alors donner naissance a différentes sous-populations de DC conventionnelles (cDC)
ou my¢loides, et plasmacytoides (pDC) qui vont étre retrouvées ensuite dans les tissus non
lymphoides, la circulation et les tissus lymphoides. Chez la souris, deux types de précurseurs
immédiats de DC sont retrouvés dans le sang, les CD45RA-CD11c¢™CD11b+ qui
correspondent & des ¢cDC immatures et les CD45RA+CD11¢°CD11b- qui représentent les
pDC (O'Keeffe ef al., 2003).

Parmi les DC, la distinction est faite ¢galement au niveau phénotypique et fonctionnel entre
les DC résidant dans les tissus lymphoides et les DC circulantes (Villadangos et al., 2005;
Villadangos et al., 2007). Les DC circulantes qui ont capturé des antigénes dans les tissus en
périphérie, ont un caractere plus mature quand elles arrivent dans les ganglions lymphatiques

tandis que les DC des organes lymphoides sont dans un état immature et elles vont
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directement capturer et présenter des antigénes dans les organes lymphoides. Ces dernieres
qui peuvent aussi €tre considérées comme les DC dérivées du sang, constituent la moitié¢ des
DC des ganglions et la totalité des DC présentes dans la rate et le thymus (Villadangos et al.,
2005). Leur caractére immature va perdurer toute la durée de leur vie en absence d’infection
(Wilson et al., 2003). Les DC circulantes peuvent étre ensuite dénommées en fonction du
tissu d’ou elles proviennent. Ainsi, on peut distinguer les DC interstitielles qui migrent des
tissus vers les ganglions lymphatiques. De méme, les cellules de Langerhans activées qui
proviennent de 1’épiderme de la peau peuvent étre classées dans les DC circulantes.

Une derni¢re distinction doit également étre faite entre les DC a I’état de repos et les DC
inflammatoires (Shortman et al., 2007). Ces derniéres sont la conséquence d’une stimulation
virale ou bactérienne. Parmi les DC inflammatoires, certaines produisent du TNF et iNOS,
c’est pour cela qu’elles sont désignées sous la terminologie de Tip DCs. D’autres DC qui
peuvent émerger en condition inflammatoires sont les DC inflammatoires dérivées de
monocytes (Shortman et al., 2007).

Cette diversité des DC au niveau de leur profil d’expression de molécules de costimulation,
de molécules d’activation et de différenciation, mais également de TLR et lectines de type C,
va permettre une grande diversité dans la réponse aux pathogénes et dans la production de

signaux conduisant au développement de cellules Thl, Th2 ou T régulatrices.

1.1.1. Les DC conventionnelles ou migratoires

Les DC conventionnelles peuvent étre distinguées selon leur localisation et par la voie
qu’elles vont utiliser pour gagner les organes lymphoides (Villadangos et al., 2005). Ces DC
conventionnelles vont se différencier a partir de précurseurs et vont capturer des antigénes en
périphérie et puis elles vont migrer via les lymphatiques vers les ganglions lymphatiques. Les
cellules de Langerhans sont retrouvées dans les épidermes et 1’épithélium des muqueuses. A
I’inverse, les DC interstitielles représentent les DC distribuées dans les parenchymes non
lymphoides, dont le derme. Enfin, on distingue les DC présentes dans les muqueuses
(Iwasaki, 2007). Les cellules de Langerhans (LC) sont les premieres DC a avoir été décrites.
Elles se caractérisent par I’expression spécifique de la lectine Langerine (CD207) a leur
surface et des granules de Birbeck cytoplasmiques pouvant jouer un role dans I’apprétement
antigénique (Valladeau et al., 1999; Valladeau et al., 2000; Mc Dermott ef al., 2002). Elles
possedent également les marqueurs my¢loides CD33, ainsi que CDl1lc, et le CDla qui lui

aussi semble intervenir dans la présentation antigénique (Hunger et al., 2004). Lorsqu’elles
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sont activées, les LC vont migrer de I’épiderme vers les ganglions lymphoides drainant
(Romani ef al., 2003), c’est pour cela qu’elles sont aussi considérées comme des DC
migrantes (fig. 1). Les LC ont également une bonne capacité¢ de renouvellement a 1’état de
repos grace a la présence de précurseurs au niveau de la peau (Merad ef al., 2002). Leur role
dans la stimulation des LT n’est pas tres clair. Alors que Kissenpfennig et a/ ont démontré
qu’elles n’étaient pas indispensables a la présentation d’hapténes a des LT suite a une
immunisation de la peau (Kissenpfennig et al., 2005), il a ét¢ montré qu’elles pouvaient au
repos activer des LT CD8+ naifs spécifiques d’antigénes de kératinocytes du soi (Mayerova et
al., 2004). Les travaux de Kissenpfennig et al suggerent que les LC et les DC interstitielles du
derme puissent avoir des roles différents. En effet, lors d’une immunisation de la peau les DC
du derme vont migrer vers les zones proches des follicules B tandis que les LC vont rejoindre
le paracortex (Kissenpfennig et al., 2005). Cette différence de migration implique une
interaction avec différentes cellules ; les DC du derme stimuleraient probablement les LB
(Dubois et al., 1999) tandis que les LC stimuleraient les LT. Le role de ces LC dans la
stimulation T semble étre plus un rdle intermédiaire de transfert des antigénes de la périphérie
vers les organes lymphoides secondaires. En effet, il a ét¢é montré récemment que, lors
d’infections de la peau avec le virus herpés simplex, la réponse CTL n’impliquait pas une
présentation directe des antigenes par les LC (Allan ef al., 2003), mais que ces antigénes
étaient transportés de la peau vers les organes lymphoides par des DC migrantes et qu’ils
étaient par la suite présentés aux LT par des DC résidentes dans les tissus lymphoides (Allan
et al., 2006). La question du mécanisme du transfert des antigénes des DC migrantes vers les
DC résidentes n’a cependant pas été¢ €¢lucidée de méme que celle de 1’élimination des DC
migrantes.

Chez I’homme, les cellules de Langerhans et les DC interstitielles peuvent se différencier a
partir d’un progéniteur commun CD34+ sous ’action du GM-CSF et du TNF-o (Caux et al.,
1996). Les cellules CD11c+CD1a+ vont migrer vers 1’épiderme et donner les LC tandis que
les cellules CD11c+CDla- vont migrer vers le derme et les autres tissus et donner les DC
interstitielles (Ito et al., 1999). Les IntDC ont été peu étudiées in vivo.

Ces IntDC peuvent étre néanmoins générées in vitro a partir de monocytes en présence de
GM-CSF et d’IL-4 ou bien a partir de cellules CD34+ en présence de GM-CSF et de TNF-
o (Caux et al., 1997). Ces DC pourraient correspondre in vivo aux DC dérivées des

monocytes.

11
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DC migrante immature

3;6‘% DC migrante mature
DC imimature résidant Périphérie

i lans les organes
ar - g
i'n «  hmphokles
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Lymphe efférente

Sang Sang
Figure 1 : Les DC migratoires et les DC résidant dans les organes lymphoides (Villadangos et al., 2007)

1.1.2. Les DC plasmacytoides ou pDC
Les pDC circulent dans le sang et dans les tissus lymphoides. Elles sont retrouvées dans la

rate, les ganglions lymphatiques, le thymus et la moelle osseuse (Nakano et al., 2001; Ferrero
et al., 2002; Nikolic et al., 2002). Ces cellules ont une morphologie plasmacytoide et sont
caractérisées par la production de grandes quantités d’IFN de type 1, c’est pour cela qu’elles
ont initialement été dénommeées IPC (Interferon Produicing Cells) (Colonna ef al., 2004; Liu,
2005)). En effet, lors de stimulations virales ou microbiennes, les pDC vont acquérir des
propriétés et une morphologie de DC et vont produire de I’interféron de type I (IFNs)
(Asselin-Paturel et al., 2001). Par la suite, les pDC peuvent se différencier en DC capables de
stimuler des lymphocytes T naifs de manicre antigéne-spécifique (Soumelis ef al., 2006). Des
signaux tels que I’IL-3, les virus et les oligonucléotides CpG peuvent amener les pDC a se
différencier en DC (Colonna et al., 2002; Liu, 2005). Toutefois, les pDC présentent une faible
capacité de phagocytose et ne se différencient pas en macrophages apres culture en présence
de GM-CSF et de M-CSF (Grouard et al., 1997). Chez I’homme, les pDC sont 1in™® et
positives pour le CD4 et le HLA-DR, et elles n’expriment pas les marqueurs myéloides
comme le CD11b, CD11c ou le CD14. Par contre, elles expriment des marqueurs lymphoides
CD2, CD5 et CD7 ainsi que les transcrits codant pour la chaine pré-T o (Spits et al., 2000), A-
like, V pré-B (Rissoan et al., 2002), caractéristiques des lymphocytes. Les pDC retrouvées

12



Introduction- Partie I : Biologie des cellules dendritiques

dans le sang expriment également les marqueurs CD123 (IL-3Ra), ILT3, BDCA-2 et BDCA-
4 (Dzionek et al., 2000). Il semblerait que le marqueur CD2 puisse aussi discriminer plusieurs
sous-populations de pDC (Dubsky et al., 2005). Les pDC murines tout comme les pDC
humaines n’expriment pas les marqueurs myéloides, ni de marqueurs liés aux lymphocytes T
(Hochrein et al., 2002). Par contre, elles n’expriment pas a leur surface le CD123 qui est
retrouvé sur les pDC humaines. Enfin, les pDC murines expriment les marqueurs B220, Gr-1
(Ly-6G), CD11c et CD8a, contrairement aux pDC trouvées chez I'homme. Par ailleurs,
plusieurs sous-populations de pDC ont été décrites chez la souris sur la base du marqueur
CD4. Ainsi, les pDC CD4- seraient responsables de la migration dans les ganglions
lymphatiques et de la sécrétion d’IFN-a en réponse aux CpG (Yang et al., 2005). De plus,
chez le rat, les pDC sont CD4++CD11b-CD103- (Hubert et al., 2004). Contrairement aux DC
conventionnelles qui sont a 1’interface dans les sites d’entrée des pathogenes, les pDC ne sont
pas retrouvées au niveau des muqueuses ou de la peau en situation physiologique normale.

Par contre, elles peuvent y migrer en situations inflammatoires.

1.1.3. Les DC circulantes ou DC du sang
Le sang est la principale source de DC et la plupart des études faites sur les DC humaines

découlent d’observations faites in vitro a partir de précurseurs de la moelle osseuse ou de
monocytes du sang. Le sang humain contient deux types de précurseurs que sont les
monocytes et les pDC pouvant se différencier en DC (Sallusto et al., 1994; Grouard et al.,
1997; Rissoan et al., 1999). Les DC retrouvées dans le sang se caractérisent par une forte
expression du HLA-DR, une absence des marqueurs CD3, CDI14, CD19, CD56 et
I’expression spécifique de CD11c a la surface des DC dites myéloides ou mDC (O'Doherty et
al., 1994) et de BDCA-2 et BDCA-4 a la surface des pDC (Colonna et al., 2004). Quatre
sous-populations circulant dans le sang humain ont actuellement été identifiées. Elles sont
caractérisées par 1’expression spécifique des antigénes CD1c (BDCA-1), CD16, BDCA-3 et
CD123 (MacDonald et al., 2002). Sur la base de I’expression des marqueurs CDllc et
CD123, les DC peuvent étre divisées en DC myéloides CD11¢+CD123™™ et en pDC
CDIlc- CD123™" Les mDC ou CD11c+ sont ensuite réparties en DC CD16+, BDCA-1+ et
BDCA-3+. Enfin, les DC CD16+ peuvent subdivisé¢es en DC M-DCS- et M-DC8+ (Randolph
et al., 2002). Les pDC expriment par ailleurs la L-sélectine leur permettant de migrer vers les

organes lymphoides a travers les HEV/veinules endothéliales (Yoneyama et al., 2004). Les
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DC CD16+ quant a elles sont uniquement retrouvées dans le sang périphérique (Piccioli et al.,
2007).

Chez la souris, deux types de précurseurs sanguins ont été identifiés. Certains monocytes
CD11c¢+CDI11b+CD45RA- du sang pouvant se différencier en DC CD8+ in vitro en présence
de GM-CSF et de TNF-a sont considérés comme des DC immatures (Schreurs ef al., 1999).
Elles seraient I’équivalent des DC CD11c+ précurseurs humaines. Par ailleurs, une seconde
population au phénotype CD11c™"°CD11b-CD45RA™" pourrait correspondre aux pDC
humaines du fait de leur sécrétion d’IFN de type I et de leur différenciation en DC CD8+
apres une stimulation avec du CpG (O'Keeffe ef al., 2003). De plus, il a été montré que ces
pDC pouvaient exprimer le marqueur CD8 aprés maturation (Asselin-Paturel ef al., 2001;

O'Keeffe et al., 2002).

1.1.4. Les DC résidant dans les tissus lvmphoides

Chez la souris, les marqueurs CD4 et CD8 permettent de distinguer 3 classes de DC résidant
dans les organes lymphoides (Shortman et al., 2002). Les marqueurs CD11b et DEC205
permettent également de discriminer des sous-populations de DC murines (Shortman et al.,
2002). Ces DC résidant dans les organes lymphoides sont des DC dérivées du sang
(Villadangos et al., 2005). Ces cellules se sont différenciées dans les organes lymphoides a
partir de précurseurs de la moelle osseuse et n’ont pas forcément transité vers la périphérie
(Naik et al., 2006; Liu et al., 2007). Dans la rate, il est possible d’identifier les sous-
populations CD4-CD8+, CD4+CDS8- et CD4-CD8- (tableau 1). La sous-population de DC
CD8+, dite lymphoide, est retrouvée dans les zones T spléniques mais également dans le
thymus et dans une moindre mesure dans les ganglions lymphatiques. Les DC CDS8- qui sont
majoritaires (Vremec et al., 2000), sont elles retrouvées dans la zone marginale splénique. Par
ailleurs, la présence de pDC au phénotype CD11¢™CD45RA+B220+ a également ¢été
observée dans la rate (Asselin-Paturel ef al., 2001; Nakano et al., 2001). Ces pDC doivent
provenir du sang périphérique (Wu et al., 2007). Deux autres sous-types de DC sont retrouvés
dans les ganglions lymphatiques (Anjuere et al, 1999; Vremec et al, 2000) qui
correspondraient aux formes matures des DC interstitielles et des LC qui auraient migré au
travers des canaux lymphatiques (fig. 1), ce qui n’est pas le cas pour la rate. Le thymus
contient des pDC CD11c¢™CD45RA+ et deux sous-types de ¢cDC CDI11c™"CD45RA- se
différenciant par les marqueurs CD8 et Sirp-c. (Lahoud et al., 2006).
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Tableau 1: Les sous-populations de DC résidentes chez la souris d’apres (Villadangos et al., 2007)

DC CD4+ DC CD8+ DC DN
Situation
Rate Zone marginale Zones T Pulpe rouge
Pulpe rouge Zone marginale
Ganglions lymphatiques sous-cutanés + + +
Ganglions lymphatiques viscéraux 4 A +
Thymus + + +
Marqueurs de surface
CDl1c +++ +++ +H+
CD4 3 - -
CDg8 - ++ -
CD205 - ++ -+
CD11b ++ - ++
Langerin - A -
CD24 + ++ +
SIRPo + = +
Caractéristiques fonctionnelles a I’état
de repos
Maturité Immatures Immatures Immatures
Costimulation + + +
Présentation antigénique G AR +++
CMH II ++ ++ ++

Chez I’homme, les DC spléniques ont été beaucoup moins étudiées que chez la souris. Il
semblerait que les DC spléniques seraient de phénotype CDI11ct+HLA-DQ+CDla-
CD4+CD11b™*CD16-CD54+ et qu’elles seraient présentes dans les zones T et B ainsi que
dans la zone marginale (Mcllroy et al., 2001). Dans le thymus, deux populations distinctes de
DC CD11c+CD4+ ont été décrites selon I’expression des marqueurs HLA-DR et CD11b : la
sous-population CD11b+HLA-DR+ et la sous-population CD11b-HLA-DR™" (Bendriss-
Vermare et al., 2001; Vandenabeele et al., 2001). Ces DC thymiques se différencieraient in
situ plutdt que de provenir directement du sang (Vandenabeele ef al., 2001). Un sous-type de
pDC de phénotype CD4+CD11c-HLA-DR+ a également été identifié dans le thymus
(Bendriss-Vermare et al., 2001; Vandenabeele et al., 2001).
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Chez le rat, deux sous-populations de DC ont été identifiées dans la lymphe intestinale par le
groupe de MacPherson (Pugh et al., 1983). Ces DC expriment le marqueur CD103 reconnu
par I’anticorps OX62 (Brenan et al., 1992) et se distinguent par 1’expression des marqueurs
CD4 et Sirp-a.. Notre équipe a identifié¢ les DC CD4- et CD4+ de la rate et des ganglions
lymphatiques (Trinite et al., 2000) (Tableau 2). Contrairement a la souris, les DC de rat
n’expriment pas de CD8. Les DC CD4- sont de grandes productrices d’IL-12p40 et induisent
une différenciation Thl. A I'inverse, les DC CD4+ stimulent efficacement les lymphocytes T
CD8+ allogéniques et induisent une différenciation non polarisée (Voisine et al., 2002). La
probable implication des DC CD4- dans la tolérance au soi a été¢ suggérée avec la mise en
évidence de ces DC migrant constitutivement dans la lymphe afférente en transportant des
fragments apoptotiques de cellules épithéliales intestinales vers les ganglions mésentériques
(Huang et al., 2000). Par ailleurs, les DC CD4- isolées de la rate, des ganglions lymphatiques
mais pas du thymus sont douées de capacités cytotoxiques envers certaines cellules tumorales
(Trinite et al., 2000). Il semblerait que les DC CD4- soient 1’équivalent des DC CD8+ chez la
souris et que les DC CD4+ de rat correspondent aux DC CDS8- murines. Plus récemment,
notre équipe a décrit les pDC chez le rat (Hubert ef al., 2004) (Tableau 2). Ces pDC ont un
phénotype CMH+CD4+CD11b- et se distinguent des deux autres sous-populations de DC par
une absence de CD103.
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Tableau 2 : Caractéristiques des populations de DC spléniques chez le rat

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

Population DC CD4- DC CD4+ pDC
Phénotype
CD4 - + +
CDS8 - - -
CD5 - + +
CD90 +/- + +
CD45R - - +
CD11b + + -
CDl11c + + -
0X62 Fort Faible -
CD62L - - +/-
CD40 B ) -
CDS0 +/- + -
CD86 - - +/-
CMH II + + +
SIRPa. - - +
CD200 - - +
Expression des PRR TLR1,2,3,4,5,6,7,8, TLR1, 2,3,4,5,6,7, TLR1, 2,3, 4,5,6,7,
9,10 8,9,10 8, 9,10
Localisation dans la rate Zone T Autour de la zone T Zone T
Pulpe rouge Pulpe rouge
Fonctions

-Phagocytose de cellules

apoptotiques ++ - -
-Cytotoxicité ++ - -
-Sécrétion d’IFN-a -/+ -+ Sttt
-Sécrétion d’IL-12p70 ++ - -
-Sécrétion d’IL-12p40 ++ +/- ++
-Sécrétion d’IL-6 -+ -+ +
-Sécrétion d’IFN-y - - -
-MLR T CD4 ++ +++ +
-MLR T CD$ - ++ +-

-Différenciation Th Thl Th1/ThO Thl

Les annotations des TLR en gras signifient une forte expression de ces TLR par la sous-population de DC.
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1.1.5. Origine des DC
Les DC proviennent de cellules souches hématopoiétiques présentes dans la moelle osseuse.

Les progéniteurs de DC font partie des progéniteurs hématopoiétiques CD34+ (HPCs) (Caux
et al., 1992). Les DC ont longtemps ¢été considérées comme des cellules d’origine my¢loide
mais de récentes études ont montré que les DC pouvaient se développer a partir de
progéniteurs my¢loides mais aussi lymphoides. En effet, deux précurseurs avaient été
identifiés dans la moelle osseuse, le progéniteur myéloide commun (CMP) et le progéniteur
lymphoide commun (CLP) (Kondo et al., 1997; Akashi et al., 2000). Depuis, plusieurs formes
de chacun des précurseurs communs ont été mises en évidence, en particulier sur la base de la
présence du récepteur FIt3 (Shortman et al, 2007) (fig. 2). L’hypothése d’une origine
my¢loide ou lymphoide des DC est assez controversée. Des études récentes ont montré que, a
la fois les progéniteurs CLP ou CMP Flt3+ pouvaient se différencier en cDC et pDC in vitro
et in vivo (D'Amico et al., 2003; Chicha ef al., 2004; Shigematsu et al., 2004). La cytokine
FIt3-L (FMS-related tyrosine kinase 3 ligand) joue un role essentiel dans la génération et la
différenciation de mDC et de pDC chez I’homme mais aussi chez la souris in vivo (Blom et
al., 2000; McKenna et al., 2000; Pulendran et al., 2000; Chen et al., 2004) et in vitro sur les
cultures de cellules de la moelle osseuse (Brasel et al., 2000; Naik et al., 2005). En effet, le
nombre de DC dans les organes lymphoides et en périphérie est séverement diminué dans les
souris déficientes en FIt3L (McKenna et al., 2000). En outre, ’administration de FIt3L permet
d’expandre les DC in vivo (Maraskovsky et al., 1997).

Cellule souche hématopoiétique multipotente
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Figure 2: Développement des DC a partir des précurseurs hématopoiétiques (Shortman et al., 2007)
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Le granulocyte/macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) pourrait également étre un
facteur important de la génération de DC (Markowicz et al., 1990; Caux et al., 1992). En
effet, il est possible d’obtenir des DC a partir de monocytes ou de progéniteurs cultivés en
présence de GM-CSF (Sallusto et al., 1994; Caux et al., 1996). Toutefois, il a été suggéré que
le GM-CSF jouerait plus un role dans le recrutement et la conversion de monocytes en DC en
conditions inflammatoires plutot que dans le développement de DC (Shortman et al., 2007).
Le TGF-1 semble également participer a la différenciation de LC (Borkowski et al., 1996;
Caux et al., 1999) comme le montre I’absence de LC dans des souris déficientes en TGF[3.

En plus des cytokines, plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la
différenciation des DC. Les cytokines peuvent d’ailleurs exercer leur effet en régulant
I’expression de certains facteurs de transcription comme il I’a été suggéré pour 1d2 avec le
TGFp (Zenke et al., 2006) et pour STAT3 avec le FIt3L (Laouar et al., 2003). Les différentes
sous-populations de DC requierent des facteurs de transcription distincts pour leur
développement (Liu et al., 2007). Parmi eux, lkaros interviendrait dans 1’ontogénie de la
plupart des cDC et des pDC (Wu et al., 1997; Allman et al., 2006). Par ailleurs, plusieurs
membres de la famille des interferon regulatory factors (IRF) participeraient a I’ontogenese
des pDC mais aussi des cDC CD8+ (Schiavoni ef al., 2002; Aliberti ef al., 2003; Tsujimura et
al., 2003) et CD4+ (Suzuki et al., 2004) chez la souris.

Le recrutement des DC est un phénomene assez flexible. En effet, au-dela du recrutement de
précurseurs de DC, certaines cellules de 'immunité peuvent acquérir un phénotype et des
propriétés de DC. Ainsi, les monocytes sont capables de se différencier en DC in vitro et in
vivo (Sallusto et al., 1994; Randolph et al., 1999). Ce recrutement de monocytes CCR2+ en
condition inflammatoires donne naissance a des DC qui différent des DC a I’état de repos par
leurs niveaux d’expression de CD11c, CD11b, CD4 et CD8 (Shortman et al., 2007). In vivo,
la différenciation des monocytes en MoDC pourrait nécessiter ’intervention de certaines
cellules NK (Zhang et al., 2007). Par ailleurs, des cellules NK peuvent sous I’influence de
cytokines proinflammatoires exercer des propriétés de présentation antigénique comparables a
celles des DC (Hanna ef al., 2004). De méme, une sous-population de LT /5 des amygdales a
été décrite comme étant capable de présenter des antigénes et de fournir un signal de
costimulation suffisant pour induire la prolifération de LT o/ naifs (Brandes et al., 2005).
Ces propriétés de présentation antigénique sont possibles grice a la surexpression de
molécules du CMH et de molécules de costimulation. Ces résultats suggerent qu’en

conditions inflammatoires et sous la pression environnementale, des cellules de I’immunité
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innée sont capables de suppléer les DC dans leurs fonctions de présentation et d’activation de
LT. Toutefois, il est difficile de se rendre compte a quelles sous-populations de DC peuvent
correspondre des DC dérivées d’autres cellules in vivo.

Jusqu’a présent, deux voies de différenciation de DC avaient été décrites (Banchereau et al.,
2000; Shortman et al., 2002). Les cellules de Langerhans trouvées dans les épithélia stratifiés
comme la peau et les DC interstitielles présentes dans les autres tissus se différenciaient a
partir de la lignée my¢éloides (Caux et al., 1996). Par ailleurs, les monocytes pouvaient se
différencier in vitro en présence de GM-CSF et d’IL-4 en DC dites myéloides ou MoDC
(Romani et al., 1994; Sallusto et al., 1994). Les pDC quant a elles provenaient de la lignée
dite lymphoide. Récemment, une nouvelle sous-population de DC capable de produire de
grandes quantités d’IFN de type I et possédant une activité cytolytique a été décrite (Chan et
al., 2006; Taieb et al., 2006). Ces cellules dénommées Interferon-producing Killer Dendritic
Cells (IKDC) se distinguent des DC conventionnelles et des pDC du fait de leur phénotype
mixte de cellules NK et de DC. De part leur caractére mixte, 1’origine des IKDC reste
méconnue. Welner ef al ont proposé que les IKDC provenaient d’un précurseur commun entre
les DC et les cellules NK mais que leurs voies de différenciation divergeaient rapidement

(Welner et al., 2007) (fig. 3).
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Figure 3: Les lignées de DC (Schott, 2006)
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1.1.6. Controverse cellules lymphoides/myéloides

L’hypothese du développement my¢loide des DC provient de leurs points communs avec les
macrophages, de leur sensibilité au GM-CSF et du fait qu’elles peuvent étre générées in vitro
a partir de monocytes (Romani et al., 1994; Sallusto et al., 1994). En effet, Inaba et al avaient
montré que des précurseurs myéloides issus de la moelle osseuse pouvaient induire la
différenciation de macrophages, granulocytes mais également de DC chez la souris en
présence de GM-CSF (Inaba et al., 1993). Cette théorie était confirmée par 1’observation que
I’injection d’un précurseur my¢loide commun pouvait reconstituer le pool de cDC et pDC
chez des souris irradi¢es (Traver et al., 2000; Wu et al., 2001). Toutefois, il a été montré
qu’aussi bien les ¢cDC que les pDC pouvaient étre générées a partir d’un seul progéniteur
my¢loide commun ou d’un seul progéniteur lymphoide commun (Chicha et al., 2004).
Néanmoins, les progéniteurs pour les deux populations étaient bien plus importants dans le
compartiment myéloide que lymphoide appuyant ’hypotheése d’un développement myéloide
des ¢cDC et pDC qui se différencieraient par la suite.

La conception que les DC pourraient avoir une origine lymphoide provient de 1’expression sur
certaines DC de marqueurs lymphoides comme le CD8a (Vremec ef al., 1992). Ensuite, des
études ont montré qu’un précurseur lymphoide pouvait se différencier a la fois en DC CD8+
mais aussi en DC CD8- (Wu et al., 1996; Martin et al., 2000; Wu et al., 2001). De plus, les
génes D-J de réarrangement des immunoglobulines qui traduisent un développement
lymphoide ont pu étre retrouvés a la fois dans des DC du thymus mais aussi dans des organes
lymphoides secondaires dans une moindre mesure (Corcoran et al., 2003). Il est intéressant de
remarquer que ces genes ont également été identifiés dans les pDC traduisant un possible
développement des pDC a partir de lignées lymphoides. La présence de marqueurs
lymphoides a la surface des pDC laisse a penser que ces DC se différencieraient a partir de la
lignée lymphoide.

Une des hypothéses récentes serait que les DC du thymus proviendraient de lignées
lymphoides alors que les DC présentes dans la rate et les ganglions seraient générées a partir
de progéniteurs myé¢loides (Shortman et al., 2007).

Toutefois, cette distinction entre origine lymphoide et my¢loide n’est pas si restrictive. Ainsi,
il a été récemment proposé que les DC humaines pourraient émerger d’un programme de
développement particulier qui ne peut étre qualifié¢ ni de myéloide ni de lymphoide (Ishikawa

et al., 2007) soulevant la complexité de la différenciation des DC.
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1.2. Les DC et Pimmunité innée

1.2.1. Capture antigénique

La capture antigénique est une caractéristique des DC immatures. Ces derni¢res ont la
capacité d’internaliser des antigénes de différentes fagons que sont la macropinocytose,
I’endocytose induite par les récepteurs de lectines de type C ou les récepteurs Fcy, et enfin, la
phagocytose (Banchereau et al., 2000). Cette capture antigénique est plus ou moins efficace
selon les sous-populations de DC. Ainsi, chez I’homme, les DC CDIllc+ ingerent
efficacement des cellules apoptotiques et nécrotiques tandis que les pDC capturent peu de
cellules mortes (Dalgaard et al., 2005). Par ailleurs, les LC et les Int DC phagocytent moins
de cellules mourantes que des MoDC (Ratzinger et al., 2004).

1.2.1.1.La macropinocytose
La macropinocytose est une forme d’endocytose de liquides extracellulaires a 1’intérieur de

vacuoles cytoplasmiques, les macropinosomes, qui s’accumulent dans la cellule (Steinman et
al., 1995; Swanson et al., 1995). Elle nécessite, comme la phagocytose, un réarrangement du
squelette d’actine, induisant une invagination de la membrane plasmique de la cellule puis la
formation d’une vésicule endocytaire pouvant aller de 0.2 a Sum. La macropinocytose
constitue une facon efficace d’endocytose non spécifique de macromolécules solubles ou de
virus. Contrairement aux macrophages, fibroblastes et cellules épithéliales qui nécessitent
d’étre activés (Racoosin ef al., 1992; Dharmawardhane et al., 2000; Hamasaki et al., 2004), la
macropinocytose semble étre une fonction constitutive des DC immatures qui leur permet
ainsi la capture continuelle de macrosolutés (Sallusto et al., 1995). Les solutés vont alors
s’accumuler dans les compartiments endocytaires et vont ainsi pouvoir étre présentés sur des

molécules du CMH de classe II ou de classe I (Cella et al., 1997; Norbury et al., 1997).

1.2.1.2.1.’endocytose dépendante de récepteurs
L’endocytose se définit par la capture de petites particules a travers la formation de puits

couverts qui sont des invaginations de la membrane plasmique. La formation de ces structures
spécialisées passe par la fixation des macromolécules a des récepteurs d’endocytose qui vont
ensuite permettre le recrutement de molécules de clathrine et le développement de vésicules
(Slepnev et al., 2000). On oppose ainsi I’endocytose dépendante de clathrines a la

phagocytose qui nécessitent toutes les deux 1’intervention de récepteurs pour I’internalisation
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des antigénes. Récemment, des voies d’endocytose indépendantes des clathrines ont
¢galement été décrites (Mayor et al., 2007).

Différents types de récepteurs sont impliqués dans les phénoménes de capture antigénique.
Ces récepteurs sont présents sur des DC immatures. Les lectines de type C sont des
molécules qui se caractérisent par leur capacité a se lier a des carbohydrates de maniére
dépendante du calcium (Weis ef al., 1998). Parmi les récepteurs de lectines de type C, le
récepteur au mannose (MR) a été identifié¢ sur les macrophages mais également sur les DC
humaines et murines générées in vitro, les MoDC humaines et les BMDC de souris et plus
récemment dans les ganglions lymphatiques périphériques murins (McKenzie et al., 2007). Le
récepteur au mannose semble participer a I’endocytose et la présentation croisée d’antigénes
solubles mais n’interviendrait pas dans la capture d’antigénes cellulaires (Burgdorf et al.,
2006). Le récepteur DEC-205, quant a lui, est impliqué dans I’internalisation de molécules
dans des endosomes tardifs (Mahnke et al., 2000). De plus, DC-SIGN a ¢été initialement
identifié comme étant le récepteur de la molécule ICAM-3. Cependant, de nombreux types de
virus tels que le VIH peuvent exploiter le DC-SIGN pour éviter le passage normal par les
lysosomes de dégradation et la présentation aux lymphocytes (Geijtenbeek et al., 2000).

Le devenir intracellulaire de ces récepteurs et des antigénes associ€s n’est pas encore bien
defini. Certaines lectines comme le DEC-205 semblent s’orienter vers les lysosomes et les
endosomes tardifs (Bonifaz et al., 2002) mais d’autres comme les MR sont rapidement
recyclés vers les endosomes précoces. De la méme manicre que pour les TLR, les lectines de
type C possédent une distribution variable, selon les populations de DC et selon leur
localisation, qui serait liée a la nature des pathogénes rencontrés (van Kooyk et al., 2003). La
langerine (CD207) est ainsi restreinte aux LC et intervient dans la formation des granules de
Birbeck (Valladeau et al., 2000).

Les récepteurs des portions Fc des immunoglobulines participent également a la capture
antigénique. Ils sont de trois types, FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) et FcyRIIL. Ils permettent la
capture de complexes immuns ou de particules opsonisées (Fanger et al., 1996). Les
protéines de choc thermique telles que Hsc70 et gp96 sont internalisées directement dans les
CPA via une endocytose dépendante de récepteur apres liaison a la membrane (Arnold-Schild
et al., 1999). Cette internalisation fait intervenir des récepteurs tels que LOX-1 (Delneste et
al.,2002) et les TLR2/4 (Asea et al., 2002).

Par ailleurs, I’autophagie semblerait également jouer un role dans la détection de particules
virales et dans la sécrétion d’IFN de type I par les pDC notamment dans le cas de virus

reconnus par le TLR7 (Iwasaki, 2007; Lee et al., 2007). De plus, des travaux récents ont
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suggére le role des autophagosomes dans le chargement des molécules de classe II du CMH et
donc leur possible contribution au développement d’un état de tolérance ou d’immunité

(Schmid et al., 2007).

1.2.1.3.La phagocytose : Role des DC dans la capture de cellules mortes
apoptotiques
La phagocytose permet, quant a elle, I’internalisation de pathogenes entiers comme des virus,

des bactéries telles que les mycobactéries (Inaba et al., 1993), de parasites intracellulaires
comme Leishmania major mais aussi de cellules apoptotiques ou nécrotiques (Rubartelli et
al., 1997; Albert et al., 1998). La relation des DC avec les cellules apoptotiques semble
dépendre de 1’état d’avancement des cellules dans le processus de mort cellulaire. Il
semblerait que les cellules apoptotiques a un stade précoce envoient aux phagocytes des
signaux « mangez-moi » facilitant ainsi une phagocytose rapide de ces cellules mourantes
permettant par la méme occasion d’éviter le relargage de facteurs néfastes dans
I’environnement local (fig. 4). La reconnaissance des cellules apoptotiques par les phagocytes
est permise par entre autres, la translocation de molécules intracellulaires telles que les
phosphatydylsérines membranaires (Fadok et al., 2001; Hoffmann et al, 2001) ou la
calréticuline (Gardai et al., 2005) a la surface cellulaire, ou bien encore 1’adsorption de
protéines solubles extracellulaires comme la thrombospondine et le Clq (Savill et al., 1992;
Savill et al., 2002). De maniére intéressante, il a ét¢ montré récemment que 1’exposition de
calréticuline par la cellule apoptotique représentait un signal de mort immunogene et non
tolérogene se traduisant par une réponse immunitaire dirigée contre ces cellules apoptotiques
(Obeid et al., 2007). Des signaux de répulsion ou « ne me mangez pas » tels que CD31 vont
¢galement intervenir dans la régulation de la phagocytose de cellules apoptotiques (Lauber et
al., 2004). Les cellules apoptotiques a un stade avancé envoient quant a elles un signal de
danger aux CPA qui entrainent a ce moment-la leur activation pouvant amener a une rupture
de I’état de tolérance voire amener a une autoimmunité (Savill et al., 2000; Henson et al.,
2001). La capture des cellules nécrotiques ou apoptotiques tardives induit la maturation des
DC (Sauter et al., 2000; Ip et al., 2004). A l'inverse, la capture de cellules apoptotiques
précoces ne provoque pas la maturation des DC.

La capture de cellules apoptotiques semble étre le propre de certaines sous-populations
particulieres. Il semblerait en effet que toutes les populations de DC ne possedent pas les
mémes facilités a internaliser des cellules apoptotiques. Ainsi, chez ’homme, il a ét¢ montré

que les iMoDC été bien meilleures dans la capture de cellules mortes que les DC CD11c+ ou
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que les pDC (Dalgaard et al., 2005). Par ailleurs, bien que chez la souris les DC CD8+ et
CDS8- soient capables de phagocyter des billes de latex, seules les DC CD8+ ont ét¢ montrées
comme ¢étant capables de phagocyter des cellules apoptotiques (Iyoda et al., 2002). De plus,
les DC CD8a+ isolées a partir la rate de souris ont été décrites comme possédant de

meilleures capacités de phagocytose de cellules apoptotiques (Schulz et al., 2002).
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Figure 4: Interaction entre le phagocyte et la cellule apoptotique d’aprés (Savill ez al., 2002)

1.2.2. Activation des DC
Les DC en tant que cellules de I’'immunité innée sont capables de reconnaitre la présence

d’éléments étrangers et de s’activer contre eux grace aux nombreux récepteurs qu’elles
possedent. Les DC reconnaissent un panel limité mais trés conservé de molécules produites
par les pathogeénes appelées pathogen-associated molecular patterns ou PAMPs qui sont
directement reconnus par les PRR (Gordon, 2002; Akira, 2003). De nombreux types de PRRs
sont exprimés a la surface ou dans le cytoplasme des DC tels que les récepteurs au mannose
(Lee et al., 2007), les hélicases a ARN comme RIG-1 et mad-5, les protéines NOD
(Nucleotide-Binding Oligomerization Domain) (Meylan et al., 2006), les lectines de type C
(Figdor et al., 2002) et enfin les Toll Like Receptors (TLR) (Iwasaki et al., 2004) (fig. 6). Ils
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sont ainsi regroupés en plusieurs familles que sont les TLR, les CLR (Lectines-like receptors),
les RLR (RIG-like receptors) et enfin les NLR (NOD-like receptors). Les DC s’activent en
réponse a deux types de signaux que sont la reconnaissance directe de pathogenes via les
pattern-recognition receptors (PRR) et la reconnaissance indirecte grace aux cytokines
inflammatoires, aux composants intracellulaires et aux réponses immunes spécifiques en
progression. C’est la combinaison de ces différents types de signaux qui va influencer le
résultat de D’activation des DC. Les DC activées vont alors subir un programme de
développement de la DC qui est la maturation leur permettant de stimuler activement les LT

naifs (Guermonprez et al., 2002).

1.2.2.1.Activation par les TLR
Les TLR forment une famille de récepteurs transmembranaires de type 1 possédant un

domaine intracellulaire commun au récepteur a 1I’IL-1 (TIR : Toll/IL-1 receptor) et un
domaine extracellulaire riche en leucines (LRR) (Hashimoto et al., 1988; Medzhitov et al.,
1997; Rock et al., 1998). Le domaine TIR est retrouvé associ¢ a de nombreuses molécules
chez les animaux et les plantes, qui ont pour la plupart un role dans la défense immunitaire.
Ce domaine TIR est présent dans les deux molécules adaptatrices MyD88 et TIRAP
impliquées dans la transduction du signal des TLR (Medzhitov, 2001) (fig. 6). Deux voies de
signalisation sont décrites, une faisant intervenir la protéine MyD88 et une MyDS88-
indépendante. Lors de la voie MyD88-dépendante, les TLR régulent I’expression de geénes
dans les DC a travers des voies de signalisation conservées mettant en jeu les molécules
IRAK et TRAF6 et conduisant en particulier a I’activation de NF-KB et de la protéine
activatrice (AP-1) (Kawai et al., 2007). La voie MyD88 a ¢t¢ découverte dans des cellules
MyD88 KO qui étaient toujours sensibles au LPS, mais ne produisaient pas de molécules pro-
inflammatoires (Kawai et al., 1999). Cette voie est déclenchée par la stimulation du TLR4 ou
du TLR3, et fait intervenir les facteurs de transcription IRF (Interferon Regulatory Factor) et
NF-KB (Kawai et al., 2001). La cascade de signalisation passe par un adaptateur au domaine
TIR : TRIF (TIR domain-containing adaptator inducing IFN-3) qui va activer une cascade de
MAP-kinases (Yamamoto et al., 2002; Yamamoto et al, 2003). La reconnaissance de
microbes entraine 1’activation de la DC et la production de cytokines inflammatoires telles
que le TNF-a, I'IL-6, I'IL1-f et ’'IL-12. Douze membres de la famille des TLR ont été
identifiés chez les mammiféres et la plupart de leurs ligands sont connus (Akira, 2006). Les

membres de la famille des TLR peuvent étre divisés en TLR reconnaissant les virus et ceux
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qui reconnaissent les bactéries. Ainsi, les TLRI, 2, 4, 5, 6 et 11 sont impliqués dans la
reconnaissance de pathogenes extracellulaires alors que les TLR3, 7, 8 et 9 ont la capacité de
détecter des bactéries et des virus du fait de leur localisation intracellulaire (fig. 5). Les TLR

peuvent agir seul ou en synergie (Napolitani et al., 2005).
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Figure 5: Les TLR et leurs ligands d’aprés (Akira et al., 2004)

Le TLR2, en association avec les TLR1 et 6 reconnait de nombreux composants bactériens,
tels que les peptidoglycans, les lipopeptides et les lipoprotéines des bactéries Gram+. Il est
intéressant de remarquer que I’expression des TLR1 et 6 est commune a de nombreux types
cellulaires, alors que celle du TLR2 est restreinte aux CPA et cellules endothéliales (Muzio et
al., 2000).

Le TLR3 reconnait I’ARN double brin (dsRNA) produit par de nombreux virus pendant leur
réplication ainsi que son analogue synthétique, le Poly(I:C). Des mécanismes de
reconnaissance de I’ARN double brin ne faisant pas intervenir le TLR3 ont été observés
récemment (Diebold et al., 2003).

Le TLR4, qui est le premier TLR identifi¢ chez le mammifere, reconnait le
lipopolysaccharide (LPS) bactérien présent sur les bactéries Gram-. La reconnaissance du
LPS passe par une étape intermédiaire lors de laquelle une molécule de liaison au LPS (LBP)

se fixe au LPS et le transfere par la suite au récepteur CD14. Une autre molécule intervenant
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dans la reconnaissance du LPS est MD-2. Il semblerait également qu’il soit impliqué dans la
reconnaissance de ligands endogeénes comme les heat shock proteins (HSP60, HSP70).

Le TLRS reconnait la flagelline bactérienne (Hayashi et al., 2001). Il est exprimé a la surface
basolatérale des cellules épithéliales intestinales (Maaser et al., 2004).

Les TLR7 et 8 sont associé¢s aux réponses antivirales et a la production d’IFN-o0 (Hemmi et
al., 2002). Ils reconnaissent la molécule synthétique imidazoquinoline et ses dérivants R848
et imiquimod, les analogues de la guanosine tels que la loxoribine, les ARN simple brin
(ssRNA) dérivés de certains virus comme le VIH de type 1 et certains siRNA (Jurk et al.,
2002; Heil et al., 2004; Hornung et al., 2005).

Le TLR9Y reconnait les motifs CpG non méthylés de I’ADN bactérien et viral (Hemmi et al.,
2000; Lund et al., 2003; Cornelie et al., 2004). Ce TLR est exprimé dans le réticulum
endoplasmique et est ensuite exporté¢ a I’intérieur de vésicules d’endosomes précoces ou il
peut rencontrer les bactéries (Latz et al., 2004).

Le TLR10 est fortement exprimé par les lymphocytes B, dans les poumons et faiblement par
les pDC dans les organes lymphoides (Chuang et al., 2001; Hasan et al., 2005). Récemment,
son expression a été décrite sur les lymphocytes T régulateurs chez I’homme (Bell ef al.,
2007). Son ligand n’a toutefois pas encore été identifié. Le TLR10 est retrouvé sous forme de
pseudogene chez la souris et chez le rat (Palladino et al., 2007).

Le TLR11 a seulement ¢été décrit chez la souris. Ce TLR n’existe chez ’homme que sous la
forme d’un pseudogene. Il serait impliqué dans la reconnaissance de bactéries uropathogenes
(Zhang et al., 2004). Récemment, la profiline de Toxoplasma gondi a été identifiée comme
¢étant un ligand du TLR11 activant les DC CD8o+ (Yarovinsky et al., 2005).

Le control de I'immunité adaptative par les TLR se fait grace a des populations distinctes de
DC nichées dans des sites particuliers (Iwasaki et al., 2004). En effet, chez la souris et chez
I’homme, existent de nombreuses sous-populations de DC possédant des expressions de TLR
et des localisations anatomiques distinctes suggérant une spécialisation fonctionnelle des
différentes DC a reconnaitre des pathogenes particuliers et donc a induire des cellules
effectrices correspondantes. Ainsi, le TLR9 est présent uniquement dans les pDC tandis que
les DC dites my¢loides expriment préférentiellement les TLR2 et 4 (Kadowaki et al., 2001).
Toutefois, 1’origine de cette spécialisation des différentes sous-populations de DC a répondre
a certains types de TLR n’a pas été clairement identifiée. Il n’est pas clairement défini si la
distinction entre les DC peut se faire en fonction de leur état de maturation ou de leur origine.
Des récepteurs de reconnaissance de pathogenes non-TLR ont également été identifiés dans le

cytosol et ils semblent participer a la détection d’infection virale (fig. 6). Ainsi des hélicases a
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ARN (RIG et mda-5) (Yoneyama et al., 2004; Foy et al., 2005) ont été décrites comme jouant
un role dans la reconnaissance d’intermédiaires de réplication virale. Par ailleurs, les lectines
de type C comme la dectine-1 peuvent également influencer la maturation des DC (Rogers et
al., 2005).

Le fait que la reconnaissance par les TLR soit la seule fagon d’induire une activation compléte
des DC suggere qu’elle représente pour les DC une maniere d’acquérir I’information sur les
pathogénes rencontrés pour ensuite pouvoir développer une réponse T appropriée. Le signal
délivré par les cytokines proinflammatoires permettrait alors d’amplifier la réponse immune
(Sabatte et al., 2007).

L’activation des DC grace aux TLR peut également amener a une inhibition des effets
suppresseurs des lymphocytes T régulateurs via la sécrétion de cytokines telles que 1’'IL-6
(Pasare et al., 2003). L’IL-6 serait en outre indispensable en cas d’infection a la réponse
effectrice car elle permettrait aux LT effecteurs de surpasser la suppression engendrée par les
LT régulateurs. Il est intéressant de remarquer que la reconnaissance des pathogenes par les
DC via les TLR peut conditionner, via la sécrétion de cytokines, I’issue de la réponse
immunitaire par la stimulation des LT effecteurs et I’inhibition des propriétés inhibitrices des

LT régulateurs.
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Figure 6: Action, coopération et voies de signalisation des différentes familles de PRR (Trinchieri et al.,

2007)

1.2.2.2.Détection de la mort cellulaire et stress
Le mod¢le de danger proposé par Matzinger postule que les DC sont activées par des signaux

de danger endogenes libérés par des cellules stressées, endommagées ou nécrotiques
contenues dans les tissus périphériques (Matzinger, 1994). Il a été montré que les cellules
nécrotiques et les cellules apoptotiques tardives mais non les cellules apoptotiques précoces
induisent la maturation des DC chez la souris et chez I’homme (Gallucci et al., 1999; Sauter
et al., 2000; Ip et al., 2004). En effet, Shi et al ont suggéré que les cellules endommagées
libéraient des signaux de danger endogenes, et ont identifié¢ 1’acide urique comme provoquant
la maturation des DC et augmentant la stimulation des LT (Shi et al., 2003). L’acide urique
pourrait représenter un des adjuvants endogenes permettant le développement d’une réponse
immunitaire contre certains antigenes de cellules infectées ou tumorales. Les cellules
apoptotiques, quant a elles, conservent 1’intégrité de leurs membranes et ne libérent donc pas
de signaux endogénes a un stade précoce. Cependant, des cellules apoptotiques ayant échappé

a la clairance par les DC et restant donc en surnombre dans le microenvironnement peuvent
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représenter un signal de danger pour les DC et par la suite induire leur maturation (Rovere et
al., 1999). Ces cellules apoptotiques qui n’ont pas été éliminées au préalable pourraient alors
passer d’un stade d’apoptose précoce a un stade d’apoptose tardive plus immunogene. De
plus, les TLR semblent impliqués dans la reconnaissance des cellules mourantes. Blander et
al ont en effet montré récemment que la présentation aux lymphocytes T CD4+ d’antigeénes
issus de cellules apoptotiques par les DC et la production d’IL-2 n’étaient possibles qu’en
présence de stimulation du TLR4 par le LPS (Blander ef al., 2006). Toutefois, la phagocytose
simultanée de cellules apoptotiques avec des pathogénes microbiens n’entraine pas la
maturation des DC mais seulement une présentation des antigénes de pathogeénes et non des
antigénes issus de cellules apoptotiques. En effet, il semble que les cellules apoptotiques et les
pathogenes soient internalisés dans des phagosomes différents expliquant que les TLR
n’influent pas sur la présentation des cellules apoptotiques (Blander ez al., 2004). Les auteurs
suggerent que le ligand de TLR et I’antigéne doivent €tre associés sur la méme particule pour
étre interprétés comme microbe (Blander et al., 2006). Récemment, il a été montré que 1’état
d’activation des cellules apoptotiques pouvait jouer un role dans 1’activation des DC. Ainsi,
des PBMC apoptotiques activés et non des PBMC apoptotiques au repos peuvent induire la
surexpression de CD80, CD86 et CD83 a la surface de DC et la production de cytokines
proinflammatoires (Johansson et al., 2007). En outre, les cellules nécrotiques relarguent dans
le milieu des protéines de choc thermiques ainsi que de la calréticuline qui provoquent la
maturation des DC et la translocation de NF-KB (Basu ef al., 2000). En effet, les protéines de
choc thermique telles que gp96, hsp90 et hsp70 peuvent induire la maturation des DC
probablement via le CD91 présent a leur surface (Basu et al., 2000; Singh-Jasuja et al., 2000)
(Basu et al.,, 2001). Les nucléotides également, comme I’ATP et I’UTP, permettent
’activation des DC grace a leurs récepteurs purinergiques (Gallucci et al., 2001). Par ailleurs,
une augmentation de 1’acidité dans le microenvironnement constitue un stress pour les DC qui
I’interprétent comme un signal de danger en devenant matures et en produisant de 1’IL-12

(Martinez et al., 2007).

1.2.2.3.Activation des DC par les cytokines
Les cellules résidentes dans les tissus incluant les mastocytes, les macrophages et les cellules

endothéliales libérent des médiateurs en réponse aux cytokines inflammatoires, aux produits
microbiens et aux allergénes. Les cytokines proinflammatoires comme le TNF-o et I’IL1-3

permettent d’activer les DC. D’une facon plus générale, les cytokines proinflammatoires
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comme le TNF-a, I’'IL-1, I’IL-6, le GM-CSF, la prostaglandine E2 et I'I[FN-o. augmentent la
maturation des DC (Wesa et al.,, 2001; Kabashima et al., 2003) et ont parfois un effet
synergique sur la production de cytokines (Rieser ef al., 1997).

Toutefois, la rencontre avec des pathogénes est essentielle a une activation compléte des DC.
Ainsi, bien que les DC activées par des facteurs inflammatoires puissent conduire a
I’expansion clonale de LT CD4+, elles ne peuvent induire de différenciation de ces
lymphocytes. A I’inverse, lorsque les DC rencontrent un pathogéne, I’activation des DC

entraine des réponses T helper (Sporri et al., 2005).

1.2.2.4.Activation finale des DC
Les lymphocytes T, a travers une stimulation dépendante et indépendante de CDA40, et les

cellules endothéliales vont initier la maturation finale des DC via un contact cellulaire et la
sécrétion de cytokines (Bell ef al., 1999). En effet, la stimulation du CD40 par le CD40L a la
surface des cellules T induit la maturation des DC (Caux et al., 1994). Les DC alors activées
par le CD40L sont capables de stimuler directement des lymphocytes T CD8+ (Schuurhuis ef
al., 2000). Par ailleurs, des signaux provenant des cellules NK, NKT et de cellules T y/6

peuvent également participer a la maturation finale des DC (Munz et al., 2005).

1.2.3. Interaction entre les DC et les autres cellules de Pimmunité

Les DC sont a I’interface entre I’immunité innée et I’immunité adaptative. Les DC, grace a
leur production d’IL-12, peuvent interagir avec les cellules de I’immunité innée (Reis e Sousa
et al., 1997). Bien souvent, ces interactions entre les DC et les autres cellules du systeme
immunitaire sont bidirectionnelles. En effet, par le biais de la sécrétion de cytokines, les
cellules se transmettent un signal leur permettant de détecter un danger mais également un
message de régulation de la réponse immune. Les cellules de I'immunité innée comme les
NK, les NKT vont induire la maturation des DC grace a la production de nombreux facteurs
solubles (Munz et al., 2005). En retour, les DC matures vont stimuler ces cellules de
I’immunité innée. Ces interactions sont essentielles au développement de la réponse T, c’est
pour cela que Banchereau et Steinman ont évoqué le concept de « ménage a trois »

(Banchereau et al., 1998).
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1.2.3.1.Interaction DC/NK
L’interaction des DC et des cellules NK a été décrite comme se faisant au niveau des tissus

périphériques enflammés (Moretta, 2002), des organes lymphoides secondaires (Ferlazzo et
al., 2004; Bajenoff et al., 2006) mais aussi lors du recrutement de cellules NK naives dans les
ganglions lymphoides drainant (Martin-Fontecha et al., 2004; Chen et al., 2005). Les DC
immatures et matures peuvent activer et induire 1’expansion de cellules NK (Ferlazzo et al.,
2002). Les cellules NK qui proliférent sous 1’action des DC sont faiblement cytolytiques mais
sont douées d’une forte capacité a produire de I’'I[FN-y (Cooper et al., 2001) qui agit sur
I’apprétement des LT par les DC. Ce mécanisme prolifératif n’est pas encore bien compris.
L’implication d’une forme membranaire de I’IL-15 a la surface des DC immatures a été
évoquée (Ferlazzo et al., 2004).

L’expression de I’'IL-15Ra par les DC a été montrée comme étant critique pour I’activation
des cellules NK. II a été montré récemment qu’in vivo, les cellules NK sont recrutées dans les
ganglions lymphatiques aprés une stimulation par les TLR et acquic¢rent leurs propriétés
effectrices apres interaction avec des DC via la production et la présentation d’IL-15 par ces
dernieres (Lucas et al., 2007).

L’IL-2 produite par les DC est également nécessaire a la production d’IFN-y par les cellules
NK in vivo et in vitro (Granucci et al., 2004). L’IFN-y produit permet la polarisation de la
réponse immune vers un type Thl en stimulant les DC a produire de I’IL-12 et a induire des
réponses T CD8+ (Mocikat et al., 2003; Strbo et al., 2003; Ferlazzo et al., 2004).

En outre, des ligands du récepteur NKG2D présents a la surface des cellules myéloides
pourraient étre impliqués dans 1’activation des cellules NK (Andoniou ef al., 2005).

Par ailleurs, les cellules NK peuvent induire la mort des DC immatures par rapport aux DC
qui ont surrégulé les molécules de CMH, de costimulation et CCR7. Cette activité a pour but
de sélectionner les DC les plus aptes a développer une réponse adaptative grace a
I’¢élimination des DC qui pourraient échouer dans la présentation antigénique et I’activation de

LT (Marcenaro et al., 2006).

1.2.3.2.Interaction DC/NKT
Les DC peuvent également développer des interactions avec certaines cellules NKT

restreintes pour le CD1d possédant un TCR polymorphique. La présentation de la céramide
a-galactosyl, un glycolipide synthétique, a la surface du CD1d permet 1’activation des NKT
qui se mettent alors a produire de I’IFN-y (Fujii et al., 2002) en réponse a la sécrétion d’IL-12

par les DC (Kitamura et al., 1999). Cette présentation de la a-GalCer aux NKT permet
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d’induire la maturation des DC spléniques favorisant ainsi les réponses T CD4+ et CD8+
(Fujii et al., 2003; Hermans et al., 2003). Ces interactions nécessitent 1’intervention de CD40

mais également des molécules de costimulation (Fujii ez al., 2004).

1.2.3.3.Interaction DC/LB
L’interaction des DC my¢loides avec des lymphocytes B peut également conduire a la

prolifération, la commutation isotypique, la différenciation en plasmocytes in vitro (Dubois et
al., 1997; Dubois et al., 1999) et a ’augmentation de la survie de ces LB in vivo (Balazs et
al., 2002). Ces phénomenes sont possibles grace a 1’interaction des molécules de survie et
d’activation BAFF et APRIL qui interagissent avec trois récepteurs des lymphocytes B
(BAFF-R, TACI et BCMA) (Litinskiy et al., 2002; Mackay et al., 2003). Il a également été
montré que les pDC pouvaient agir sur I’expansion et la différenciation de ces lymphocytes en
plasmocytes effecteurs (Jego et al., 2005). Cette différenciation est rendue possible grace a la
production par les pDC d’IFN de type I et d’IL-6 qui vont par la suite activer les DC
my¢loides (Jego et al., 2003). En outre, la production d’IL-12 par les DC provoque la
sécrétion d’IL-6 et IL-10 par les LB activés ce qui va leur permettre de stimuler les LT via la
production d’IL-4. Ces interactions entre DC et LB se font réciproquement étant donné que

les LB peuvent influencer la maturation mais aussi la migration des DC (Bayry et al., 2005).

1.3. Les cellules dendritiques a ’interface entre Pimmunité innée et Pimmunité
adaptative

1.3.1. Maturation
Suite au contact avec un signal de danger, les DC vont subir un processus de maturation qui

regroupe différents événements coordonnés. Cette maturation se traduit par une diminution de
I’efficacité de la capture antigénique, du transport cellulaire et de la dégradation ainsi que du
trafic intracellulaire des molécules de CMH (Thery et al., 2001). Ces changements sont
associés a des modifications des compartiments lysosomiaux avec, entre autres, une
surexpression de DC-LAMP (Barois et al., 2002). Le chargement des peptides sur les
molécules du CMH ainsi que la demi-vie des complexes CMH-peptides sont augmentés.
L’expression a la surface des DC des molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86 ainsi
que de certains membres de la famille du TNF s’accroit (Watts, 2005). Les DC perdent ainsi

leurs caractéristiques de capture antigénique mais acquirent la capacité unique d’activation
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des lymphocytes T naifs et d’initiation de la réponse immune adaptative apres migration dans
les organes lymphoides secondaires (Banchereau et al., 2000). Par ailleurs, la DC va subir des
changements morphologiques se traduisant par la formation de dendrites et une perte
d’adhésion lui permettant d’acquérir une forte mobilit¢ cellulaire (Tang et al., 1993;
Banchereau et al., 1998). Les DC en cours de maturation vont aussi se mettre a sécréter des
cytokines telles que I'IL-12 et I’IL-23 leur permettant d’activer d’autres effecteurs de la
réponse immunitaire (Dubsky et al., 2005).

Les DC activées qui vont subir le processus de maturation vont migrer de fagon concomitante
vers les sites ou elles pourront activer les lymphocytes T naifs. Cependant, la notion classique
de maturation est souvent associée a des marqueurs phénotypiques mais récemment, il a été
montré que ce dogme de la maturation n’était pas si évident (Reis e Sousa, 2006). Ainsi, des
DC dites phénotypiquement matures peuvent ne pas €tre immunogéniques mais au contraire,
induire la tolérance (Albert et al., 2001). La maturation doit étre plus associée a une fonction
effectrice qu’a un phénotype. Par ailleurs, la maturation des DC n’est pas toujours associée a
leur migration. Ainsi, des DC ayant capturé des cellules apoptotiques migrent en permanence
de la périphérie vers les tissus lymphoides secondaires et induisent un état de tolérance
(Steinman et al., 2000). Ces DC ont conservé un phénotype immature ou semi-mature (Sauter

et al., 2000; Lutz et al., 2002).

1.3.2. Migration des DC
Les DC vont migrer tout au long de leur vie de la moelle osseuse vers les tissus périphériques

puis vers les organes lymphoides secondaires. Cette migration est essentielle au bon
déroulement de la réponse immunitaire. La migration des DC est rendue possible grace a la
coopération de trois éléments : les chimiokines (Rossi et al., 2000), les molécules d’adhésion
(Cyster, 2005) et les produits de métabolisme des lipides comme les prostaglandines et les
leucotriénes (Randolph ef al., 2005). Les chimiokines semblent jouer un rdle primordial dans
cette migration et en particulier MIP3-a (le ligand de CCR6) et MIP3-f3 (le ligand de CCR7)
qui représentent les deux acteurs majeurs de la migration des DC my¢loides respectivement
vers la périphérie et vers les vaisseaux lymphatiques (Dieu et al., 1998). Les DC circulant
dans le sang vont étre attirées vers les tissus grace aux chimiokines MIP3-o. et MCP (Merad et
al., 2002). Par contre, les pDC ne sont pas retrouvées dans les tissus périphériques en
conditions normales. Ainsi, alors que les DC conventionnelles répondent a des chimiokines

proinflammatoires telles que RANTES (regulated upon activation normal T cells)/ CCLS et
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MCP (monocyte chemoattractant protein)-1/ CCL2, les pDC sont attirées par SDF-1 (stromal
cell-dervied factor)/ CXCL12 qui est la chimiokine d’adressage vers les ganglions (Penna et
al., 2001). Suite a DP’activation des DC par un signal de danger, des modifications de
I’expression des récepteurs des chimiokines et des molécules d’adhésion, ainsi qu’un
réarrangement du cytosquelette vont conduire les DC a migrer des tissus périphériques vers
les organes lymphoides secondaires via les vaisseaux lymphatiques. Grace a cette grande
mobilité, elles vont pouvoir mener a bien leur fonction principale de présentation antigénique
aux lymphocytes T naifs. Cette migration des DC est primordiale car elle permet la mise en
relation des pathogenes qui sont la plupart du temps en périphérie, avec les lymphocytes T qui
eux s’accumulent dans les organes lymphoides secondaires, ou ils recirculent en permanence.
En effet, les lymphocytes T naifs sont incapables d’accéder aux tissus périphériques et sont
limités a la circulation sanguine et aux organes lymphoides secondaires (von Andrian et al.,
2000). L’activation des DC par les ligands de TLR a la surface des pathogeénes conduit a une
augmentation de 1’expression du CCR7 mais aussi a une diminution de 1’expression du CCR6
a la surface des DC conventionnelles (Dieu et al., 1998) entrainant ainsi un changement dans
la réponse aux chimiokines et par conséquent permettant une migration de ces DC vers les
ganglions lymphatiques drainants. Ainsi CCR7 joue un role déterminant dans la migration de
DC vers les ganglions lymphatiques drainants puisque des DC déficientes en CCR7 sont
incapables de gagner les ganglions (Martln-Fontecha ef al., 2003). La migration peut
également étre amplifiée en présence de cytokines inflammatoires ou de prostaglandines qui
agissent sur I’expression de CCL19 et de CCL21, le ligand de CCR?7, a la surface des cellules
endothéliales lymphatiques (Sallusto ef al., 1998). Les différentes sous-populations de DC ne
semblent toutefois pas réagir de la méme maniére face a la chémoattraction. Ainsi, les cellules
de Langerhans et les DC du derme ne migrent pas dans les mémes zones des ganglions
drainant suite & une immunisation de la peau (Kissenpfennig et al., 2005). En effet, les DC du
derme vont coloniser le paracortex externe juste en dessous des follicules B tandis que les LC
vont migrer a I’intérieur du paracortex. Ces résultats suggerent que les LC participeraient a la
stimulation des LT tandis que les DC du derme interagiraient plus avec les LB.

I a ét¢ montré récemment que les DC pouvaient réguler la prolifération des cellules
endothéliales via le recrutement de cellules du sang qui vont a leur tour sécréter du VEGF et
ainsi permettre la croissance des HEV (Webster et al., 2006). Parallelement, des signaux
peuvent émerger des ganglions lymphatiques drainants et vont amener les DC a émigrer dans

ces ganglions activés. Ce phénomeéne est rendu possible grace au recrutement de lymphocytes
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B qui vont permettre une croissance des vaisseaux lymphatiques via la production de VEGF
(Angeli et al., 2000).

Les DC vont également sécréter des chimiokines qui vont attirer les cellules effectrices de la
réponse immunitaire. Les premieres cellules sensibles aux chimiokines produites par les DC
sont les cellules de I’immunité innée et les cellules cytotoxiques. Puis, les DC vont pouvoir
attirer les lymphocytes T mémoires et enfin les lymphocytes B ainsi que les lymphocytes T
naifs (Dubsky et al., 2005).

L’arrivée dans les ganglions lymphatiques pourrait ne pas constituer une fin en soi pour les
DC puisqu’il a ét¢ montré qu’elles pouvaient continuer leur course dans la moelle osseuse et

dans le thymus (Cavanagh et al., 2005; Bonasio et al., 2006).

1.3.3. Apprétement/ Présentation des antigénes

Les antigenes d’origine protéique vont ensuite étre présentés aux lymphocytes T par les
molécules de classe I et de classe II du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH)
classique tandis que les antigénes d’origine lipidique vont étre présentés par les molécules
CD1 non classiques (Banchereau et al., 2000). Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ vont
reconnaitre des fragments d’antigénes présentés par des molécules du CMH grace a leur
récepteur, le TCR. Pendant longtemps, le dogme a ét¢ que les molécules de classe I du CMH
présentent a leur surface des peptides issus de protéines dégradées dans le cytosol par le
protéasome tandis que les molécules de classe I du CMH présentent des peptides dérivés de
protéines endocytées et dégradées par des cathepsines et des enzymes hydrolytiques dans les
endosomes (Trombetta et al., 2005; Wilson et al., 2005). Depuis, il a ét¢ acquis que les
molécules du CMH de classe I pouvaient présenter des peptides exogenes lors de la
présentation croisée. De méme, les molécules du CMH de classe II sont capables de présenter

a leur surface des peptides intracellulaires.

1.3.3.1.Le CMH de classe I et la présentation croisée
Les peptides endogénes peuvent provenir de produits ribosomaux, de protéines du soi ou

issues de I’infection de la DC par un virus. Ces protéines sont ubiquitinées et dégradées par le
protéasome dans le cytosol. Les peptides résultant sont ensuite transloqués dans le réticulum
endoplasmique grace aux transporteurs TAP1 et TAP2. C’est 1a qu’ils vont étre associés aux
molécules de classe I du CMH néosynthétisées sous I’action de protéines chaperonnes
(Cresswell et al., 1999). Les complexes CMH I-peptides sont alors exportés dans le golgi puis

a la membrane des DC. La synthese et la demi-vie des molécules du CMH I sont augmentées
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apres activation des DC et contrairement aux molécules de CMH 11, le renouvellement des
molécules de CMH I est continu méme dans des DC matures (Rescigno et al., 1998).

En théorie, les antigénes exogenes n’ont acces qu’a la voie de présentation du CMH II et non
du CMH 1. Toutefois, le concept de présentation croisée €émis par Bevan il y a une trentaine
d’années remit ce dogme en question. En effet, il observa une réponse CTL dirigée contre des
antigénes de cellules injectées. Bevan proposa que des peptides exogeénes pouvaient éEtre
présentés in vivo a la surface de molécules de CMH I entrainant ainsi des réponses CTL
spécifiques. Il nomma cette voie de gestion antigénique « présentation croisée » (Bevan,
1976; Bevan, 1987). Les CPA vont donc acquérir des antigénes de cellules tumorales ou
infectées, ou de microbes qui n’ont pas infecté la DC et qui ont pu étre internalisés par
macropinocytose, phagocytose ou opsonisation (Guermonprez et al., 2002). Elles vont
pouvoir les présenter sur leur propres molécules de CMH I aux cellules T CD8+ (den Haan et
al., 2001; Heath et al., 2001; Melief, 2003).

Les peptides exogenes « cross-présentés » peuvent provenir de cellules tumorales ou de
cellules infectées. Les antigénes « cross-présentés » peuvent étre associés aux HSPs (Arnold
et al., 1997), a différents composants bactériens (Jeannin et al., 2000), aux exosomes
(Zitvogel et al., 1998; Wolfers et al., 2001) et aux complexes immuns reconnus par les
récepteurs Fc (Regnault ef al., 1999). Les cellules mortes, qu’elles soient nécrotiques (Sauter
et al., 2000) ou apoptotiques (Albert et al., 1998; Blachere et al., 2005), représentent
également une source importante d’antigénes pour la présentation croisée. Ces dernicres sont
d’ailleurs impliquées dans les phénomenes de « tolérance croisée » (Heath er al, 2001;
Albert, 2004).

Les peptides exogenes peuvent étre présentés par le CMH de classe I de maniere TAP-
indépendante mais aussi de fagon TAP-dépendante. La voie de présentation dépendante des
transporteurs TAP se fait grace a la translocation des antigenes internalisés des endosomes
vers le cytosol (Kovacsovics-Bankowski et al., 1995). Une fois dans le cytosol, les antigénes
exogenes vont étre gérés par la voie classique d’apprétement sur les CMH I dans le RE, en
passant par le protéasome et les transporteurs TAP. Cette voie est la plus couramment utilisée
par les DC (Rodriguez et al., 1999). La présentation croisée indépendante de TAP est possible
grace au recyclage de molécules du CMH I de la membrane cellulaire vers les compartiments
endosomiaux et lysosomiaux (Gromme et al., 1999; Kleijmeer ef al., 2001). Les molécules de
CMH I se chargeraient alors avec des antigénes exogenes présents dans les endosomes apres
dégradation par les protéases lysosomiales et les complexes CMH/peptides ainsi formés

retourneraient a la membrane cellulaire. Toutefois, la voie TAP-indépendante évite la
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dégradation par le protéasome. Récemment, un systéme d’échange entre les phagosomes et
les vésicules du réticulum endoplasmique a été décrit (Ackerman et al., 2003; Guermonprez
et al., 2003; Houde et al., 2003). Les antigénes phagocytés sont transloqués sur la face
intracytoplasmique des phagosomes. Il semblerait que certaines protéines appartenant a un
systéme de dégradation associé au réticulum endoplasmique (ERAD) telles que Sec61, CHIP
et VCP soient impliquées dans cette translocation (Imai et al., 2005). Les auteurs suggérent
que les protéines exogenes subissent le méme type de dégradation que certaines protéines
défectueuses du réticulum endoplasmique. Ces derniéres subissent un transport rétrograde du
réticulum endoplasmique vers le cytosol ou elles vont étre dégradées par le protéasome
(Wiertz et al., 1996). Les antigénes vont ainsi pouvoir étre dégradés par le protéasome dans le
cytosol et vont ensuite regagner de fagon TAP-dépendante le phagosome de départ qui a
fusionné avec le RE. Dans ces structures particulicres, les antigénes vont pouvoir étre chargés
sur les molécules de CMH 1.

I1 semblerait que cette présentation croisée soit restreinte a certaines sous-populations de DC.
Ainsi, Villadangos et al émettent ’hypothése que la présentation croisée est une particularité
des DC CD8+ de souris du fait d’une gestion de I’antigene dans un compartiment spécialisé
(Villadangos ef al., 2007). Il semblerait que les DC CD8+ soient enrichies en protéines jouant
un réle dans la présentation croisée ainsi qu’en enzymes inhibant la présentation par les
molécules de classe II du CMH, tandis que les DC CDS8- expriment des protéines impliquées
dans la présentation par le CMH de classe II (Dudziak et al., 2007). Cette différence explique
que les DC CD8+CD205+ soient plus efficaces a stimuler des LT CD8+ tandis que les DC
CD8-33D1+ présentent préférentiellement des antigénes aux LT CD4+.

1.3.3.2.LLe CMH de classe 11
Les antigénes exogenes sont eux présentés par les molécules de classe I du CMH apres avoir

¢été internalisés dans les endosomes suite & une phagocytose ou endocytose. Les molécules du
CMH 1I sont formées d’une chaine B et d’une chaine o. Une fois synthétisées dans le
réticulum endoplasmique, les molécules de CMH 11 s’associent a une chaine invariante Ii, qui
empéche la fixation des antigénes endogenes (Cresswell, 1996). Ce complexe est ensuite
exporté vers le golgi puis les endosomes ou la chaine Ii va étre dégradée par des cathepsines
(Villadangos et al., 1999). Les molécules du CMH 1I vont ainsi pouvoir étre chargées avec
des peptides présents (Pierre et al., 1998) dans les endosomes qui auront été¢ préalablement

produits par différentes protéases (Watts, 2001). Les complexes CMH/peptides vont ensuite
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étre dirigés vers la membrane plasmique. Ces complexes restent stables pendant plusieurs
jours permettant ainsi une présentation aux lymphocytes T dans les organes lymphoides
(Inaba et al., 1997). Par ailleurs, la dégradation des antigénes par les protéases lysosomiales
est moindre que chez les macrophages permettant ainsi une persistance des antigénes in vivo
dans les organes lymphoides ce qui favorise la présentation antigénique (Delamarre et al.,
2005). Les DC retiennent longtemps les antigenes intacts dans les phagosomes grace a un pH
faible. En cas d’infection et d’activation des TLR, des complexes de V-ATPase s’assemblent
a la membrane des lysosomes et permettent ainsi 1’augmentation du pH et la dégradation des
antigénes qui vont alors pouvoir étre apprétés sur les molécules du CMH de classe II
(Trombetta et al., 2003).

Récemment, Blander et al/ ont décrit un mode de sélection TLR-dépendant dans les
phagosomes eux-mémes permettant de discriminer les antigenes du soi issus de cellules
apoptotiques lors de phagocytose simultanée avec des particules microbiennes. Cette sélection
est possible grace a la compartimentalisation des complexes CMH 11/ peptides en fonction de
la présence ou non de ligands de TLR dans les phagosomes (Blander et al., 2006).

Il arrive que certains peptides endogénes tels que des protéines membranaires puissent étre
apprétées par le CMH de classe II. A ce moment-la, il n’y a pas de régle stricte sur la
présentation de peptides par les molécules du CMH puisque des peptides endogenes peuvent
étre a la fois présentés par des molécules du CMH de classe I et de classe II (Wilson ef al.,
2004). Ce mécanisme permettrait aux DC de constamment présenter dans un état quiescent, a
un faible niveau, des échantillons du répertoire antigénique du soi dans les organes
lymphoides et induire une tolérance périphérique (Turley et al., 2000; Wilson et al., 2004). 11
a été montré récemment que les protéines membranaires pouvaient se retrouver dans les

endosomes par autophagie (Strawbridge et al., 2007).

1.3.3.3.Présentation sur les molécules CD1
La reconnaissance de lipides antigéniques est importante pour I’immunosurveillance

antibactérienne et contre les tumeurs (De Libero et al., 2005). Une troisieme famille de
glycoprotéines ressemblant aux molécules du CMH 1 est capable de reconnaitre et présenter
des lipides, glycolipides et lipopeptides. Les molécules CD1 peuvent présenter a leur surface
des lipides cellulaires endogénes, des lipides dérivés de parasites intracellulaires et des lipides
extracellulaires issus du soi et du non-soi. Cinq isoformes glycosylées de CD1 ont été
identifiés chez I’homme, les CDla, b, c, d et e, alors que la souris et le rat semblent avoir

perdu leurs génes de CD1a, b, c et e. Le chargement des molécules CD1 se fait a ’intérieur de
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la cellule mais peut également se produire en surface. L’association des molécules CD1d avec
les lipides se fait dans le réticulum endoplasmique, puis elles sont exportées vers la membrane
plasmique avec les lipides du soi. L’expression différentielle des molécules du CD1 associée
a des voies de compartimentalisation antigénique distinctes permet la diversité des
présentations antigéniques. L’expression du CDla est restreinte in vivo aux cellules de
Langerhans et aux thymocytes. Le CDI1d est, quant a lui, impliqué dans la présentation
antigénique des cellules NKT invariantes, qui possédent a la fois des propriétés des cellules
NK et un TCR semi-invariant (De Libero et al., 2005; Thurnher, 2007). Ces cellules NKT

participent aux réponses immunes associées aux infections et aux tumeurs.

1.3.4. Activation des LT
Les DC matures vont arriver aux sites de contact avec les LT naifs. Elles vont ainsi pouvoir

leur transmettre 1’information sur le type de pathogeénes rencontrés, mais aussi leur présenter
des antigénes du soi pour induire un état de tolérance. Il a par ailleurs été suggéré que ces
deux états d’immunogénicité et de tolérance pouvaient étre assumés par des sous-populations
de DC différentes. Cette hypothése selon laquelle différentes sous-populations de DC sont
spécialisées pour induire différents types de réponses est définie sous le terme de modele
linéaire de maturation par Reis e Sousa (Reis e Sousa, 2006). Ce modele s’oppose au modele
temporel de maturation selon lequel une DC immature va donner naissance a une DC mature
Thl qui va ensuite pouvoir donner une DC mature Th2, et au mod¢le flexible de maturation
ou une DC mature va pouvoir induire soit une réponse Thl soit une réponse Th2 (Reis e
Sousa, 2006). Quel que soit le modele d’activation, le passage de 1I’information nécessite trois
types de signaux qui vont aboutir a I’activation des cellules T. Les cellules T activées vont
alors subir une expansion clonale et une différenciation en cellules effectrices leur permettant
de répondre au mieux a la stimulation antigénique (von Andrian ef al., 2000). Le premier
signal nécessaire a 1’activation T passe par la reconnaissance des complexes CMH/peptides a
la surface des DC par les TCR. Le second signal est fourni par I’ensemble des molécules de
costimulation qui peuvent délivrer un message activateur ou inhibiteur. Enfin, le troisiéme
signal est délivré par les cytokines produites de maniére autocrine ou paracrine. Le profil
d’expression résultant dépend de I’activation de la DC par des TLR et autres PRR. Cette
transmission du message activateur d’une CPA vers un LT se fait dans une zone assez
restreinte de contact cellulaire appelée synapse immunologique (Norcross, 1984; Paul ef al.,

1987).
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1.3.4.1.La synapse immunologique
Les DC et les lymphocytes T sont des cellules en mouvement. Le contact initial s’effectue

grace a l'intervention de molécules d’adhésion. Ainsi, la molécule d’adhésion ICAM-3
présente sur les lymphocytes T, va se lier a DC-SIGN (CD209) présent sur les DC
(Geijtenbeek et al., 2000). Puis d’autres molécules d’adhésion comme les intégrines ICAM-
lcpa/LFA-11 7 (Martz, 1987) et des non-intégrines CD58¢cpa/CD2; 1 (Wang et al., 1999) vont
stabiliser I’interaction. La liaison initiale du TCR et de ses corécepteurs CD8 ou CD4 sur la
molécule CMHI ou II permet la consolidation de I’interaction des deux cellules par un
changement de conformation de la molécule LFA-1. Les molécules impliquées dans la
signalisation du TCR se regroupent dans un complexe central supramoléculaire d’activation
(cSMAC) comprenant le TCR, CD4/CD8, des molécules de costimulation comme CD28 et
des molécules d’adhérence comme CD2. Un réarrangement de 1’actine qui se fixe aux TCR
par I’intermédiaire d’un complexe multimoléculaire permet leur polarisation vers la CPA et la
formation d’une synapse (Dustin ef al., 2000). De plus, la force du signal envoyé par le TCR
va influencer la nature des molécules régulatrices (CD28 ou CTLA4) accumulées dans la
synapse (Egen ef al., 2002). Cette structure permet de maintenir le contact entre les CPA et
les cellules T pendant plusieurs heures aboutissant ainsi a une activation efficace des

lymphocytes T naifs (Iezzi et al., 1998).

1.3.4.2.Les différents signaux conduisant a ’activation T
L’issue de la rencontre de lymphocytes T avec les DC va dépendre de leur état d’activation et

en particulier de 1’expression des molécules de costimulation a la surface des DC. Pour
obtenir une activation complete et efficace du lymphocyte T, I’engagement du TCR doit étre
accompagné d’un deuxieme signal mettant en jeu ces molécules de costimulation (fig. 7). En
effet, en absence de costimulation, les lymphocytes T rentrent dans un état d’anergie
caractérisé par une incapacité a proliférer et a produire de I’IL-2 (Schwartz, 1990; DeSilva et
al., 1991). Les molécules de costimulation peuvent étre activatrices (CD28, ICOS) ou
inhibitrices (CTLA-4), et leur action peut se faire individuellement ou collectivement pour
induire I’activation des lymphocytes T. Certaines sont constitutives comme le CD28, d’autres
sont inductibles comme ICOS. Le signal délivré par les molécules de costimulation peut étre
positif conduisant alors a une différenciation des lymphocytes en cellules effectrices. A
I’inverse, si un signal négatif est délivré, les lymphocytes T peuvent étre délétés ou inactivés.

Les molécules de costimulation sont regroupées en deux familles que sont la famille B7
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(B7.1, B7.2, ICOS, PDL-1, PDL-2) et la famille des molécules du TNF (4-1BBL, OX40L,
TRANCE, CD40L). Les molécules B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86) sont les mieux caractérisées
a la surface des DC matures. B7.1 est exprimé de fagon constitutive alors que B7.2 est induit
lors de I’activation de la DC (Linsley et al., 1993). B7.1 et B7.2 se lient entre autres avec
CD28, présent a la surface du lymphocyte T. L’engagement du CD28 constitue un deuxiéme
signal, qui en synergie avec le premier délivré par le TCR, induit la sécrétion d’IL-2 par les
LT (Bluestone, 1995). L’IL-2 sécrétée agit de manicre paracrine et autocrine sur les
lymphocytes T et induit leur prolifération, ce qui correspond au troisiéme signal nécessaire a
I’activation T. La liaison du CD28 permet en outre d’augmenter la survie des lymphocytes T
par la surexpression de Bcl-xL (Boise et al., 1995).

L’activation des lymphocytes T par les molécules de la famille B7 induit I’expression de
CD40L, un membre de la famille du TNF, qui va interagir avec le CD40 a la surface des DC.
L’engagement du CD40 amplifie ’activation des DC en augmentant leur survie, I’expression
des molécules du CMH, des molécules B7.1 et B7.2, et la sécrétion de cytokine telles que
I’IL-12, I'IL-1 et le TNF-a (Caux et al., 1994; Cella et al., 1996) permettant ainsi d’amplifier
leurs fonctions stimulatrices. Par ailleurs, les LT expriment la molécule TRANCE qui se lie a
RANK sur les DC. La liaison de RANK permet d’augmenter la survie des DC et la sécrétion
des cytokines IL-1, IL-6 et IL-12, et semble jouer un role fondamental dans I’induction de
réponses T CD4 indépendantes de CD40L (Wong et al., 1997; Josien et al., 1999). Une fois
activées, les cellules T expriment CTLA-4 (CD152) qui lie les molécules B7 avec une forte
affinit¢. CTLA-4 délivre un signal négatif antagoniste du CD28 a la cellule T activée,
permettant une régulation de 1’expansion des T et donc de la réponse immune (Walunas ef al.,
1996; Lee et al., 1998).

De plus, ICOS est le troisiéme membre de la famille des récepteurs CD28 et CTLA-4 (Hutloff
et al., 1999; Tezuka et al., 2000). ICOS est aussi exprimé par les cellules T mémoires
induisant leur prolifération de fagon indépendante des voies CD40-CD40L et B7-CD28
(Hutloff et al., 1999; London et al., 2000). Le ligand de ICOS (ICOS-L) est constitutivement
exprimé par les cellules B et est induit par les monocytes, les DC, les fibroblastes et les
cellules endothéliales (Liang ef al, 2002). Le blocage des interactions ICOS-ICOS-L
empéche non seulement les réponses Th2 mais aussi Th1l (Dong et al., 2003).

Récemment, plusieurs molécules de costimulation ont ¢été décrites comme inhibant
I’activation des lymphocytes T, et parmi elles PD-1 (Programme Death-1) se lie a ses ligands
PD-L1 et PD-L2 (Greenwald et al., 2005), et BTLA (B and T Lymphocyte Attenuator) qui se
lie au médiateur d’entrée du virus de I'herpes (HVEM) (Watanabe et al., 2003; Sedy et al.,
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2005), B7-H3 (Prasad et al., 2004) et B7-H4 dont les récepteurs n’ont pas été identifiés (Sica
etal.,2003).
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Figure 7: Les familles de molécules de costimulation (Beier et al., 2007)

1.3.4.3.1’orientation fonctionnelle
L’activation des LT se fait en deux vagues : une premicre déclenchée par les DC qui ont

capturé des antigenes directement dans les ganglions et une deuxiéme initiée par les DC qui
ont migré du site d’injection vers les ganglions (Itano et al, 2003). La premiere vague
correspondrait a 1’activation a proprement dit des LT alors que la deuxiéme vague permettrait
le développement d’une phase d’hypersensibilité retardée. Les DC ont donc un rdle
primordial dans la balance entre I’induction de cellules effectrices et régulatrices et donc
I’issue finale de la réponse immunitaire (fig. 8). L activation des lymphocytes T CD4+ par les
DC va conduire a la sécrétion de cytokines qui vont définir ’orientation de la réponse
immunitaire. Le lymphocyte T naif va alors se différencier en lymphocyte T effecteur qui a le
potentiel d’éliminer les pathogenes, participant ainsi a I’immunité adaptative. Trois types de
cellules T CD4+ effectrices ont a ce jour été identifiées selon leur profil cytokinique
(Romagnani, 2006). Les cellules T CD4+ helper effectrices Thl produisent de grandes
quantités d’IFN-y et de TNF- qui participent a I’immunité cellulaire contre les virus, les
bactéries intracellulaires et les protozoaires, mais ¢galement dans les phénomenes
d’hypersensibilité retardée. Les cellules effectrices Th2 produisent de 1’IL-4, de I’IL-5 et de

I’IL-13 qui sont importantes dans la défense humorale contre les parasites, les helminthes et
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les nématodes, et sont également responsables de réactions allergiques. Les cellules Th2
permettent la commutation de classe des IgG1 et IgE et le recrutement des €osinophiles. Au-
dela du paradigme Th1-Th2 initialement décrit par Mosmann et Coffman sur la base du profil
cytokinique (Mosmann et al., 1986), un nouveau type de cellules T CD4+ effectrices a été
récemment identifié : les cellules Th17 produisant de grandes quantités d’IL-17 et participant
a la protection contre les bactéries extracellulaires (Annunziato et al., 2007). Il semblerait que
ces cellules Th17 interviendraient aussi dans des phénomeénes inflammatoires autoimmuns.
Par ailleurs, les LT dits régulateurs vont avoir un réle essentiel dans le maintien de la
tolérance (de Jong et al., 2005) en contrdlant les LT autoréactifs ayant échappés a la sélection
thymique mais aussi en régulant 1’étendue de la réponse T. Les cellules T régulatrices sont de
deux types. Les cellules T naturelles CD4+CD25+ ont acquis leur fonction régulatrice dans le
thymus et interviennent dans les phénomenes de tolérances centrale et périphérique aux
autoantigenes (Bach, 2003). Les cellules T régulatrices induites sont classées en cellules Trl
produisant de grandes quantités d’IL-10 et TH3 produisant du TGF-f (Chen ef al., 1994;
Groux et al., 1997). Ces lymphocytes T régulateurs sont recrutés a partir de cellules T naives
ou mémoires par des DC activées.

L’orientation de la réponse Th1/Th2 est déterminée ensuite par des facteurs critiques que sont
la densit¢ des peptides présentés, l’environnement cytokinique et les molécules de
costimulation (Constant ef al., 1997). Le résultat final que ce soit la tolérance ou I’'immunité
doit étre deéfini en fonction de plusieurs parametres incluant le seuil d’activation et/ou
I’implication de toute une batterie de molécules inhibitrices telles que CTLA-4 (Dubsky et al.,
2005). La stimulation des TLR semble influencer I’orientation de la réponse immunitaire en
réponses Thl et Th2 en modulant les voies de signalisation (Rogers et al., 2005).

Dans le but de prévenir une réponse T excessive, plusieurs mécanismes operent (Romagnani,
2006). Tout d’abord, la réponse immune peut étre réorientée grace a certaines cytokines
comme I'I[FN-y et ’IL-4 et grice a certaines chimiokines. Ensuite, les LT régulateurs
suppriment 1’action des LT effecteurs via la sécrétion d’IL-10 et de TGF-f3. Cette inhibition se
fait de maniére contact-dépendante. Enfin, des cytokines telles que le TGF-f3 et I’[L-6 peuvent
jouer sur le développement de cellules Th17 et T régulatrices.

Les cytokines responsables de 1’induction d’un profil Thl sont ’'IFN de type I, I'IL-12, I’IL-
23 (Lankford ef al., 2003), I’'IL-27 (Takeda et al., 2003) tandis que I’IL-4 est impliquée dans
I’induction d’un profil Th2. L’induction d’un profil Th2 n’est possible que lorsque la capacité

des DC a produire des cytokines de la famille de I’'IL-12 est diminuée (de Jong et al., 2005).
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Par ailleurs, I’IL-10 semble étre responsable de la différenciation de LT régulateurs via
I’induction de cellules productrices d’IL-10 mais aussi par 1’inhibition de la maturation
complete des DC (de Waal Malefyt er al., 1991; Steinbrink et al., 1997). Les sources de
cytokines responsables de 1’orientation fonctionnelle des lymphocytes T ne sont pas
complétement définies. Ainsi, I'IFN permettant ’orientation vers un profil Thl semble
provenir des pDC, NK et NKT. En ce qui concerne le profil Th2, les basophiles, éosinophiles,
mastocytes, NKT et LT CD4+ pourraient étre la source d’IL-4 (Weaver et al., 2007). La
différenciation Thl est initiée par 1’engagement concert¢é du TCR et de récepteurs de
cytokines associés a STAT-1. La différenciation Th2 quant a elle nécessite un signal
coordonné du TCR et des récepteurs a 1’IL-4 via STAT-6. Ces deux types de signaux vont
ensuite activer différents facteurs de transcription permettant la syntheése de récepteurs mais
également de cytokines. D’autre part, le TGF-f3 et I'I[L-6 semblent étre responsables de
I’orientation vers un profil Th17 (Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006; Veldhoen et al.,
20006). II avait été suggéré que I’IL-23 jouait un rdle dans le développement de cellules Th17.
Il semble en fait que cette cytokine serait plus importante dans la survie et I’expansion de
cellules Th17 plutét que dans leur génération de novo (Veldhoen et al., 2006). L’IL-23
interviendrait donc dans la stabilisation des cellules Th17 et I’IL-21 dans leur amplification
(Bettelli et al., 2007). A ’inverse, I’'IL-27 a été décrite comme inhibant le développement des
cellules Th17 (Batten et al., 2006; Stumhofer ef al., 2006).

Bien que le role des molécules Notch ait surtout été décrit dans le développement des
lymphocytes, il a été montré qu’elles pouvaient influencer I’activation des LT effecteurs, leur
prolifération et leur survie mais également, I’orientation fonctionnelle dans laquelle ils vont

s’engager (Osborne et al., 2007).

46



Introduction- Partie I : Biologie des cellules dendritiques

IL-12, IL-23, IL-27, IL-18,

IFN-a /5, ICAM-1
DC1 + TH1

IL-10, TGF§, PD-L1/2, BT -
H3, B7-H4, ILT3/4, Notch

DCr >

Facteurs de type 1
{bactérie intracellulaire,
virus)

Facteurs de type
réqulateur (IL-10, TGF -,
inhibiteurs de NFEB...)

/’

Facteurs de type 2
{helminths, ...)

‘\\»

Bactérie
extracellulaire

IL4, MCP-1/CCL2, OX40L
DC2 "

TGF-p. IL6
« DC1T » >

i b R S

Figure 8: Polarisation fonctionnelle de la réponse T par les DC d’aprés (de Jong et al., 2005)

1.3.4.4.Les sous-populations de DC influencent la polarisation fonctionnelle
Comme le suggere le modele linéaire de Reis e Sousa, les sous-populations de DC peuvent

étre spécialisées dans I’induction de réponses T distinctes (Liu, 2001; Reis e Sousa, 2006). La
capacité d’activation des LT dépend alors de la sous-population de DC considérée. Les
différentes sous-populations de DC sont définies par des marqueurs, des profils de TLR et
cytokiniques différents. Les pDC vont ainsi exprimer les TLR7 et 9 tandis que les mDC vont
exprimer préférentiellement les TLRI1, 2, 3, 4 et 5. De cette facon, les mDC vont reconnaitre
plus facilement des pathogenes bactériens et produire les cytokines proinflammatoires TNF-
o, IL-12 et IL-6 alors que les pDC vont reconnaitre des virus et produire de I’IFN de type 1.
En outre, les DC subissent I’influence d’autres cellules mais également des cytokines qu’elles
sécrétent pour 1’orientation de la réponse immune.

Il a ét¢ montré que chez ’homme, les DC dérivées des monocytes pouvaient induire des
réponses Th1 via la production d’IL-12 (Rissoan ef al., 1999). 1l arrive toutefois dans de rares
cas que ces DC dérivées de monocytes induisent une réponse de type Th2 (Kalinski et al.,
1999) témoignant donc d’un certain niveau de plasticité.

Les conditions de stimulation des sous-populations de DC vont influencer 1’issue de la

réponse immunitaire. Les mDC ont toutes la capacité de produire de 1’IL-12 qui polarise la
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réponse immunitaire vers un profil Thl. Cependant, la réponse peut dépendre du type de
pathogene rencontré. Ainsi, le LPS d’Escherichia coli ou de Toxoplasma gondii va entrainer
la production d’IL-12 par les mDC alors que le LPS de Candida albicans vont activer les
mDC qui vont par la suite induire un profil Th2 (Kadowaki, 2007).

Les pDC stimulées avec des virus vont produire de grandes quantités d’IFN de type 1. Cette
production d’IFN-o va induire les LT CD4+ naifs a se différencier en cellules Th1 (Kadowaki
et al., 2000). A I’inverse, la stimulation des pDC avec de I’IL-3 et du CD40L va induire leur
maturation en DC incapables de produire de I'I[FN de type I et induisant une différenciation
Th2 (Grouard et al., 1997; Kadowaki et al., 2000). De plus, les pDC qui expriment fortement
ICOS ligand ont la capacité intrinséque d’induire des LT régulateurs producteurs d’IL-10 par
rapport aux mDC qui en expriment de fagon moindre (Kadowaki, 2007).

En outre, les DC interstitielles orientent in vitro vers une réponse Th2 alors que les LC
semblent diriger la réponse immune vers un profil Thl (Dubsky et al., 2005). Par ailleurs, le
profil d’expression des TLR et des lectines différe selon les sous-populations de DC. Ainsi,
les DC interstitielles mais non les LC expriment DC-SIGN qui est impliqué dans la
reconnaissance du VIH (Geijtenbeek ef al., 2004) suggérant une spécificité de reconnaissance
et ensuite de réponse a un antigéne particulier d’une sous-population de DC définie.

Chez la souris, les DC CD8a+ induisent les LT CD4+ a produire des cytokines Thl tandis
que les DC CD8a- les orientent a produire des cytokines Th2 (Maldonado-Lopez et al., 1999;
Pulendran et al., 1999). Les DC CD8+ sont par ailleurs spécialisées dans la présentation
croisée d’antigénes du fait de la forte présence de protéines impliquées dans ce type de
présentation par rapport aux DC CD8- (Dudziak et al., 2007).

Des DC CD11b+ dans le systéme nerveux central ont été décrites comme produisant de 1’IL-
23, IL-6 et du TGF-[ et induisant ainsi des cellules Th17 dans un mode¢le d’EAE (Bailey et
al., 2007).

En outre, les LC chez la souris migrant de 1’épithélium suite a une infection avec le HSV ont
été décrites comme interagissant avec des DC CD8+ des ganglions pour le développement de
CTL spécifiques (Allan et al., 2003).

Certains facteurs vont par ailleurs, agir sur ’orientation de la polarisation T. Ainsi, OX40L a
¢été impliqué dans I’induction de réponses Th2. En effet, des oeufs extraits de Schistosoma
mansoni vont induire des MoDC humaines a exprimer OX40L et par conséquent induire une
différenciation Th2 (de Jong et al, 2002). Par ailleurs, OX40L est exprimé¢ de maniere

importante a la surface des pDC activées, et son blocage entraine une inhibition de la capacité
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des pDC a induire une différenciation Th2 (Ito et al., 2004). De plus, certaines cellules
tumorales peuvent conduire les DC CDS8- a induire des lymphocytes T régulateurs
(Ghiringhelli et al., 2005).

La sous-population de DC ainsi que le type de pathogéne rencontré et I’environnement vont

par conséquent influencer le type de réponse développée.

1.4. DC et tumeurs
Les DC ont un réle primordial dans le développement de réponses immunitaires contre les

tumeurs du fait de leur capacité a orienter et a réguler le systtme immunitaire et a initier des
réponses CTL spécifiques. Les DC sont impliquées a plusieurs niveaux que sont ’activation
des cellules de I’immunité innée NK et NKT pouvant lyser directement les cellules tumorales
et sécréter de I’IFN-y, mais aussi la capture et la présentation croisée des antigénes tumoraux
aux LT spécifiques permettant une élimination des cellules tumorales in situ (Banchereau et
al., 2000). Certains types de DC sont par ailleurs douées de capacités antitumorales. Ces
propriétés cytotoxiques pourraient leur permettre d’éliminer directement des cellules
tumorales voire d’induire des régressions tumorales (voir Les cellules dendritiques
cytotoxiques).

Toutefois, le fait que le systéme immunitaire ne réponde pas est 1’une des causes majeures de
I’échappement tumoral. La présentation croisée des antigénes tumoraux par les DC participe a
la tolérance induite contre les tumeurs (Sotomayor et al., 2001). Cet état de tolérance peut étre
néanmoins rompu amenant a 1’élimination de la tumeur. Comme dans le cas des antigenes du
soi, la balance entre tolérance et immunité contre des tumeurs dépend de I’état d’activation de
la DC. En effet, I’injection de CD40 in vivo provoque la conversion d’un état de tolérance a
une réponse antitumorale efficace (Diehl ef al., 1999; Sotomayor et al., 1999).

Les cellules tumorales ont développé de nombreuses parades pour échapper au systeme
immunitaire et ainsi faciliter la progression de la tumeur. Ainsi, il a ét¢ récemment montré
que des cellules issues d’un cancer du sein pouvaient instruire des DC matures a activer des
lymphocytes T CD4+ permettant la croissance de la tumeur via la production d’IL-13 (Aspord
et al., 2007). Par ailleurs, il a ét¢ montré que les cellules tumorales pouvaient interférer avec
la signalisation des TLR3 et 4, et ainsi bloquer la maturation des DC (Idoyaga et al., 2007).
De méme, Perrot et al ont observé que les DC infiltrant un cancer du poumon chez I’homme
possédaient de faibles capacités de CPA méme apres stimulation avec des ligands de TLR

mais qu’a I’inverse, elles conservaient leurs propriétés de migration (Perrot et al., 2007). Ces
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résultats sont conformes a plusieurs observations selon lesquelles les tumeurs sont souvent
infiltrées par des DC incapables d’induire une réponse immunitaire (Becker, 1993; Thurnher
et al., 1996). Ce défaut peut expliquer 1’échappement tumoral et la tolérance aux tumeurs.
Par ailleurs, les cellules tumorales peuvent développer elles-mémes des méthodes
immunosuppressives par 1’expression de cytokines immunosuppressives comme 1’'IL-10 (Enk
et al., 1997) ou par la conversion de DC en cellules sécrétrices de TGF-f3 permettant la
stimulation de LT régulateurs CD4+CD25+ (Ghiringhelli et al, 2005). Par ailleurs, les
tumeurs semblent employer les DC présentant des antigénes tumoraux pour augmenter
I’angiogenése nécessaire a la progression tumorale (Gottfried ef al., 2007).

De part leur role essentiel dans les réponses antitumorales, les DC sont devenues un objet
d’étude important pour le développement de thérapies contre les tumeurs. Le but des vaccins
antitumoraux est de générer des DC qui permettent le développement de réponses T durables.
Les DC peuvent étre a cette fin manipulées in vivo et ex vivo. La possibilité de faire des
vaccins a partir de DC autologues ou allogéniques générées ex vivo (fig. 9) a émergé des
é¢tudes montrant que des DC pouvaient étre générées in vitro a partir de précurseurs de la
moelle osseuse (Inaba et al., 1993). Des DC peuvent étre ainsi générées a partir de monocytes
du sang périphérique ou de précurseurs CD34+ (Schuler ef al., 2003; Banchereau et al., 2005;
Nestle et al., 2005). Un parametre essentiel dans 1’utilisation de DC en immunothérapie
antitumorale est la sous-population de DC utilisée ainsi que son ¢état de maturation
(Banchereau et al., 2005). En effet, il a ét¢ montré que I’injection de DC immatures a des
volontaires sains pouvait inhiber la réponse CD8+ contre un peptide viral mais aussi induire
des lymphocytes T régulateurs sécrétant de 1’IL-10 (Dhodapkar et al., 2001). La maturation
des DC est nécessaire car elle permet ’expression des molécules de costimulation et des
récepteurs de chimiokines permettant la migration et la stimulation des LT. La plupart des
protocoles de vaccination ont recours a des DC matures grace a 1’utilisation d’un cocktail de
cytokines TNF, IL-6, IL1-B et PGE2 (Gilboa, 2007). Toutefois, il a ét¢ montré récemment que
les DC stimulées avec ce type de cocktail permettaient 1’expansion de lymphocytes T
régulateurs FoxP3 de fagon plus efficace que des DC immatures (Banerjee et al., 2006). Bien
que le but de ’'immunothérapie antitumorale utilisant des DC est de recruter des LT effecteurs
luttant contre les cellules cancéreuses, elle peut amener au recrutement de systemes inhibant
cette fonction antitumorale. Les approches d’induction de maturation des DC lors
d’immunothérapies antitumorales doivent ainsi étre associées a une invalidation ou une
déplétion des LT régulateurs. La maturation des DC peut par ailleurs €tre induite par des

ligands de TLR, mais ceux-ci sont rarement employés dans les protocoles de vaccination.

50



Introduction- Partie I : Biologie des cellules dendritiques

Avant d’étre injectées, les DC générées ex vivo doivent étre chargées avec des antigénes
tumoraux soit par I’utilisation de peptides tumoraux, de lysats tumoraux (Salcedo et al., 2006;
Li et al., 2007), de cellules tumorales apoptotiques ou nécrotiques (Palucka, 2000), de
protéines recombinantes, de transfection d’ARN et d’ADN, d’exosomes (Wolfers et al., 2001)
ou de vecteurs viraux (Yu et al., 2004; Lotem et al., 2006).
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Figure 9: Différenciation ex vivo et activation des DC pour ’immunothérapie anti-cancéreuse (Gilboa,
2007)

Certaines approches visent également a augmenter in vivo la quantité de DC de patients par
I’administration systémique de facteurs de croissance tels que le GM-CSF (Pulendran et al.,
2000) ou le FIt3L (Lynch et al., 1997; Pulendran et al., 1998), ou a favoriser le recrutement et
I’activation des DC dans la tumeur par I’injection de signaux activateurs comme CD40L
(Borges et al., 1999).

A ce jour, plusieurs essais cliniques utilisant différents types de DC, différentes méthodes de
chargements avec différents types d’antigenes tumoraux ont été¢ développés (Cranmer ef al.,

2004).

1.5. DC et tolérance
La tolérance se définit par une non-réponse du systéme immunitaire a un antigéne donné, tout

en conservant les réponses contre d’autres antigénes. Cette tolérance est nécessaire pour éviter
le développement de maladies autoimmunes qui pourraient apparaitre avec la présentation par
les CPA matures d’antigenes du soi provenant de dommages tissulaires. L’état de tolérance

serait intimement li¢ a 1’état de maturation des DC. En effet, la présentation antigénique
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aboutissant a une activation efficace des LT serait liée a I’activation des PRR. A I’état de
repos, les DC retiennent des complexes antigenes-PAMP dans les phagosomes et présentent
ainsi des antigénes du soi aux cellules T dans les ganglions lymphatiques. Par contre, lors
d’infections, les pathogénes sont dégradés et apprétés sur les molécules du CMH de classe 11
pour une présentation aux LT (Steinman et al., 2003).

La tolérance s’effectue au niveau du thymus par 1’élimination de LT autoréactifs mais
également au niveau périphérique, grace au développement de LT régulateurs et a I’anergie
des LT effecteurs. Les DC jouent un rdle important dans le contrdle de la tolérance centrale

mais également de la tolérance périphérique.

1.5.1. Tolérance centrale

Les DC ainsi que les cellules médullaires épithéliales (mTEC) présentes dans le thymus
permettent la sélection négative des thymocytes autoréactifs (Brocker, 1999). En effet, les
mTEC présentent sur leurs molécules de CMH toute une batterie d’antigénes du soi sous le
contrdle du facteur de transcription Aire (Gallegos et al., 2006). Certains de ces antigénes du
soi sont spécifiques de certains tissus comme 1’insuline, normalement exprimée dans les ilots
pancréatiques (Kyewski et al., 2002; Gotter et al., 2004). Les DC pourraient également cross-
présenter des antigenes périphériques exprimés par les cellules médullaires thymiques. Suite
au processus de sélection positive, les thymocytes reconnaissant les complexes CMH-peptides
avec une haute affinité vont alors étre €liminés par anergie, apoptose ou délétion. Ces DC
thymiques et ces mTECs participeraient également a la sélection de LT régulateurs (Nomura
et al., 2007). Toutefois, tous les LT autoréactifs ne sont pas €éliminés dans le thymus et
certains atteignent les tissus périphériques (Bouneaud et al, 2000), d’ou la nécessité du

développement d’une tolérance périphérique.

1.5.2. Role des DC dans la tolérance périphérique

Les DC vont agir en périphérie sur les LT naifs en induisant leur anergie ou leur délétion
(Steinman et al., 2003). Certaines DC vont ainsi présenter des antigénes du soi aux LT naifs
en I’absence de deuxiéme signal ce qui conduit a une activation incompléte des LT. Les DC
dites tolérogenes agissent sur les LT naifs en induisant leur anergie par ’absence de
costimulation, par la sécrétion d’IL-10 et de TGF-3 ou de récepteurs inhibiteurs comme les
Immunoglobulin Like Transcripts (ILT). Elles peuvent également conduire a la mort des LT

par des mécanismes mettant en jeu l’interaction Fas/Fas-L ou 1’enzyme indolamine 2,3-
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dioxygenase (IDO). IDO permet la consommation du tryptophane et induit la suppression des
cellules T par la production de métabolites immunorégulateurs qui inhibent la prolifération
des LT et induit I’apoptose des cellules T activées (Terness et al., 2002). Chez ’homme, des
DC CDI123+CCR6+ peuvent acquérir 1’expression d’IDO apres stimulation avec de I'IFN-y
ou de la PGE2 ou apres liaison du CTLA-4 (Braun et al., 2005; Terness et al., 2005). D’autre
part, il a été€ proposé que la capture des cellules apoptotiques par les DC ne conduisait pas a
une réponse immune mais a un état de tolérance (Steinman et al., 2000). En effet, ’ingestion
de cellules apoptotiques n’entraine pas forcément la maturation des DC (Gallucci et al., 1999;
Sauter et al., 2000). Par contre, il a ét¢ montré que cette ingestion de cellules apoptotiques
pouvait amener a I’expression de CCR7 a la surface des DC (Hirao et al., 2000). Ces résultats
suggerent que les DC peuvent migrer dans les ganglions lymphatiques sous [’action de
chimiokines, dans un état semi-mature n’aboutissant pas alors a I’activation des LT naifs.
Cette ingestion de corps apoptotiques participerait alors au renouvellement des tissus. Dans ce
sens, une sous-population de DC a été décrite chez la rat comme transportant des corps
apoptotiques issus de cellules intestinales dans les zones T des ganglions mésentériques
(Huang et al., 2000).

Bien que ’expression de certains marqueurs comme le Signaling Lymphocyte Activation
Molecule (SLAM), PD-L1, DEC-205 et la famille ILT soit associée aux DC tolérogenes,
I’induction de tolérance correspond a certains sous-types fonctionnels plutdt qu’a une lignée
unique (Rutella et al., 2006). Ainsi, chez la souris, la sous-population CD8+ est capable
d’induire une tolérance au soi via la présentation croisée d’antigénes tissulaires du soi (Belz et
al., 2002). Par ailleurs, d’autres sous-populations de DC chez la souris comme la population
CDA4+ peuvent produire de I’IL10 et ainsi inhiber 1’induction d’une réponse Thl (Legge et al.,
2002).

En outre, les DC tolérogeénes a 1’état immature ou semi-mature participent a la tolérance
périphérique en permettant la différenciation de LT naifs en LT régulateurs (Jonuleit et al.,
2000; Dhodapkar et al., 2001; Wakkach et al., 2003). La stimulation de LT naifs par des DC
immatures conduit en effet a I’induction de LT CTLA4+ régulateurs produisant de 1’IL-10
(Jonuleit et al., 2000). Ces lymphocytes T régulateurs vont pouvoir, via la production d’IL-10,
supprimer I’activité des lymphocytes T effecteurs mais également prévenir la maturation des
DC et permettre ainsi une amplification de la tolérance in vivo (Houot et al., 2006). Par
ailleurs, la surexpression sur les DC de Jagged-1, un ligand de Notch, peut permettre
I’induction de Trég producteurs de TGF-3 (Yvon et al., 2003). Enfin, les DC matures peuvent

participer a la tolérance périphérique en permettant I’expansion clonale des lymphocytes T
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régulateurs CD4+CD25+ naifs (Yamazaki et al., 2003). Ainsi, alors que les DC immatures
semblent jouer un role essentiel dans I’induction de LT régulateurs producteurs d’IL-10, les
DC activées semblent étre nécessaires a la restimulation et/ou a I’expansion de LT
préexistants. Toutefois, Pasare et al ont montré que I’activation des DC pouvait inhiber les

effets suppresseurs des lymphocytes T régulateurs via la sécrétion d’IL-6 (Pasare et al., 2003).
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2. LES MECANISMES DE CYTOTOXICITE

La mort cellulaire intervient en conditions normales et en conditions pathologiques. Elle
participe au renouvellement cellulaire mais peut également étre induite par des lésions
tissulaires et donc aboutir a une réaction inflammatoire. Quand la cytotoxicité n’est pas
controlée, elle peut aboutir a des destructions autoimmunes ou dans le cas de la
transplantation, a des maladies de I’h6te contre le greffon (GVHD) ou au rejet aigu. Plusieurs
cellules peuvent développer des capacités cytotoxiques, parmi lesquelles les cellules NK et les
CTL exercent les mémes mécanismes de cytotoxicité. Elles agissent en délivrant un signal de
mort a leurs cibles par le biais de molécules diverses qui peuvent se représenter sous la forme
de facteurs solubles comme les granzymes, mais aussi grace a la liaison de ligands de mort
comme le Fas-L ou le TNF a leur récepteur a la surface des cellules cibles.

Les cellules peuvent subir trois types de mort cellulaire : 1’apoptose qui est la mort cellulaire
programmée, [’autophagie qui permet la dégradation grace aux autophagines de
macromolécules et d’organelles dans les lysosomes et enfin la nécrose qui semblait regrouper
tout ce qui n’est ni apoptose, ni autophagie (Orrenius et al., 2003). Jusqu’a présent, la nécrose
était considérée comme un processus incontrolé de rupture cellulaire résultant de dommages
irréversibles. Récemment, il a ét¢é démontré que la nécrose pouvait représenter aussi
I’aboutissement d’une suite d’événements contrdlés tels qu'une dysfonction mitochondriale,
une production accrue de réactifs oxygeénés, une déplétion en ATP, la protéolyse de calpaines
et une rupture précoce de la membrane cellulaire (Golstein ef al., 2007). A ce titre, la nécrose
pourrait correspondre a un état d’avancement important de 1’apoptose. La mort cellulaire par
nécrose entraine une inflammation du fait de la libération de cytokines proinflammatoires et
du contenu intracellulaire. A I’inverse, 1’apoptose est un processus controlé, qui peut étre
réversible dans certaines conditions et qui n’aboutit pas a une réaction inflammatoire.
L’apoptose est un processus régulé par de nombreuses molécules. Ce type de mort cellulaire
intervient dans les phénomenes de développement et d’homéostasie cellulaire. Elle peut ainsi
participer a la délétion des lymphocytes T autoréactifs dans le thymus mais également lors de
I’embryogenese (Nagata, 1997). Toutefois, des défauts d’apoptose peuvent se traduire par la
survenue de nombreuses maladies comme les cancers, les désordres neurodégénératifs et les
maladies autoimmunes (Thompson, 1995; Hanahan et al., 2000; Vaux et al., 2000; Yuan et

al., 2000). C’est cette apoptose qui est induite par les divers mécanismes de cytotoxicité.
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L’apoptose est induite, selon I’origine du stimulus, par deux voies majeures que sont la voie
intrinséque et la voie extrinséque qui vont toutes les deux déclencher I’activation des caspases
(Hengartner, 2000). Les caspases constituent une famille de cystéines protéases conservées
qui doivent étre clivées apres un résidu aspartate pour étre actives (Alnemri ef al., 1996). En
effet, les caspases sont initialement retrouvées sous forme de pro-caspases inactives ou
zymogenes et nécessitent un clivage protéolytique. Leur clivage entraine la mort irrémédiable
de la cellule. 14 caspases ont été identifiées a ce jour dont 7 ont un role important dans
I’apoptose (Shi, 2002). 11 caspases sont par ailleurs retrouvées chez ’homme. Les caspases
sont divisées en caspases initiatrices et en caspases effectrices. Les caspases initiatrices
regroupent les caspases 2, 8, 9 et 10 chez les mammiféres tandis que les caspases 3, 6 et 7
sont considérées comme effectrices (Riedl et al., 2004). Les caspases effectrices sont clivées
par les caspases initiatrices tandis que les caspases initiatrices s’autoactivent.

La voie extrinséque met en jeu les récepteurs de mort qui sont a la surface cellulaire. La voie
intrinséque fait quant a elle intervenir plusieurs facteurs mitochondriaux (van Loo et al.,
2002) qui sont relargués de I’espace intermembranaire vers le cytosol suite a un stress
intracellulaire (Kroemer et al., 2000; Debatin ef al., 2002). Une troisieme voie d’apoptose a
été récemment décrite (Ferri et al., 2001; Guicciardi et al., 2004). 1l s’agit de la voie
lysosomiale qui se caractérise par la rupture de la membrane des lysosomes et la libération de
cathepsines dans le cytosol. Ces cathepsines relarguées vont pouvoir induire le programme de
mort soit seules soit en interagissant avec les caspases (Turk et al., 2002; Jaattela et al., 2004).
Enfin, une derni¢re voie d’induction de mort cellulaire fait intervenir les granzymes et les

perforines qui sont sécrétés dans des granules cytotoxiques (Lieberman, 2003).

2.1. Les voies initiation de mort cellulaire

2.1.1. La voie des récepteurs de mort : définition de la voie extrinséque

La voie extrinseque d’apoptose est impliquée dans la régulation des réponses immunes et
dans certains effets indésirables de I’autoimmunité, des hépatites et de la GVHD. Elle est
initiée par la liaison d’un ligand de mort extracellulaire a son récepteur (fig. 10). L activation
de ces récepteurs va entrainer I’activation de la caspase-8 qui est suivie par une cascade
d’activation de caspases effectrices dans les cellules dites de type I (Scaffidi et al., 1998) et
par le clivage de la protéine Bid pour les cellules dites de type 11 (Li et al., 1998; Yin, 2000).
Les ligands de mort sont constitués de glycoprotéines de type II qui appartiennent a la

superfamille des tumor necrosis factor (TNF). Ils sont généralement retrouvés liés aux
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membranes cellulaires ou sous forme soluble. Parmi ces ligands de mort, le TNF-a, Fas-L et
TRAIL sont les plus connus. Ces ligands fonctionnent en homotrimeres qui se lient a trois
molécules réceptrices (Hymowitz et al., 1999; Mongkolsapaya et al., 1999). Les ligands sont
capables d’induire 1’apoptose via I’engagement de leurs récepteurs qui font partie de la
superfamille des récepteurs du TNF (TNF-R) (Ashkenazi ef al., 1998). Ces récepteurs qui
sont des protéines transmembranaires de type I, sont divisés en récepteurs de mort (death
receptor) et en récepteurs leurre (decoy receptor) qui se caractérisent tous les deux par la
présence de domaines extracellulaires riches en cystéines (cysteine-rich domains CRD). Ces
derniers rentrent en compétition avec les récepteurs de mort pour 1’induction de 1’apoptose.
La sous-famille des récepteurs de mort comprend le TNF-R1, Fas, TRAIL-R1 (DR4),
TRAIL-R2 (DRS5), DR3 et DR6 (Pan ef al., 1997; Sheridan et al., 1997; Walczak et al., 1997
Wu et al., 2000). Ces récepteurs contiennent un domaine de mort intracellulaire hautement
conservé (death domaine DD). A I’inverse, les récepteurs dits leurre ne posseédent pas de
domaine de mort intracytoplasmique et sont donc incapables de transmettre le signal. DcR1,
DcR2, DcR3 et I’ostéoprotégérine (OPG) appartiennent a cette derniére famille (Emery et al.,
1998; Shipman et al., 2003). La liaison d’un ligand de mort sur son récepteur de mort résulte
en la trimérisation du récepteur et le regroupement des DD qui vont ensuite recruter un
domaine de mort adaptateur intracytoplasmique tel que FADD ou TRADD. S’ensuit une
cascade d’événements mettant en jeu le recrutement des procaspases activatrices 8 et 10 via
des domaines de mort effecteurs (DED) qui aboutissent a la formation du DISC (death-
inducing signalling complex) (Chinnaiyan et al., 1996; Kischkel et al., 2001; Seol et al.,
2001; Kang et al., 2003). Le DISC va ensuite cliver d’autres procaspases effectrices telles que
la procaspase 3 ou la protéine Bid (Chou ef al., 1999; Metkar et al., 2003). Dans certaines
cellules dites de type I, I’activation de la caspase-8 est suffisante pour induire 1’apoptose alors
que d’autres types cellulaires (cellules de type II) nécessitent une amplification de la voie
extrinseéque par la voie mitochondriale. Ce phénomene est possible grace au clivage par la
caspase 8 de la protéine Bid (BH3-interacting DD agonist) et a sa translocation vers la
mitochondrie (Li et al., 1998; Luo et al., 1998). La protéine Bid tronquée en N-terminal ou
tBid va alors activer les molécules Bax et Bak au niveau de la mitochondrie et permettre
I’amplification de la voie d’apoptose (Li et al., 1998; Luo et al., 1998; Chou et al., 1999;
Ruffolo et al., 2000). C’est en cela que Bid représente une protéine importante dans la

connexion entre la voie intrinséque et la voie extrinséque d’apoptose.
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Figure 10: Induction de I’apoptose par la voie extrinséque d’aprés (Green et al., 2001; Wang et al., 2003)
A : Voie induite par Fas-L B : voie induite par TRAIL

2.1.2. La voie mitochondriale

La mitochondrie et la formation de I’apoptosome sont les éléments centraux de la voie
intrinseque de mort cellulaire. Ce processus d’apoptose par la voie intrinseéque est déclenché
par plusieurs événements touchant a I’intégrité de la cellule. Ces facteurs peuvent étre d’ordre
physique et chimique, et dépendre de 1’environnement (UV, choc osmotique, privation en
facteurs de croissance) mais ils peuvent également provenir de la cellule elle-méme et se
représenter sous la forme d’activation d’oncogénes, de dommages de I’ADN, de perturbations
du cytosquelette. Ces événements vont initier une perméabilisation de la membrane externe
mitochondriale (MOMP), associée a une production accrue de réactifs oxygénés et a une
fission de la mitochondrie. Cette rupture mitochondriale va amener a la libération dans le
cytosol de facteurs pro-apoptotiques contenus initialement dans I’espace intermembranaire de
la mitochondrie (fig. 12).

Les protéines mitochondriales relarguées comme le cytochrome ¢, Smac (second
mitochondria-derived activator of caspases)/DIABLO (direct inhibitor of apoptosis (IAP)-
binding protein low pl), AIF (apoptosis-inducing factor), EndoG (endonuclease G) et
Omi/HTRA2 (high-temperature-resquirement protein A2) vont induire une série d’activation
(Wang, 2001; Martins, 2002). Ainsi, le cytochrome ¢ va se lier a ’apoptosis protease
activating factor-1 (Apaf-1) dans le cytoplasme, ce qui provoque un changement
conformationnel de ce dernier lui permettant de se lier a I’ATP/dATP pour former
I’apoptosome. L’apoptosome va ensuite activer la procaspase-9 qui va déclencher I’activation
subséquente de la procaspase-3 et ’initiation de la cascade des caspases effectrices (Li ef al.,

1997; Saleh et al., 1999; Zou et al., 1999).
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La voie mitochondriale peut également se dérouler indépendamment des caspases. Cette voie
se produit grace a la libération par la mitochondrie et a la translocation au niveau du noyau
des protéines AIF (Apoptosis-Inducing Factor) et ’Endonucléase G (EndoG) (Susin et al.,
1996; Li et al., 2001). 1l semble qu’AIF soit impliqué dans la condensation de la chromatine
et dans 1’apparition de fragments de chromatine de haut poids moléculaire tandis que le rdle
de ’EndoG reste peu clair.

Les protéines de la famille Bcl-2 vont réguler cette apoptose soit en augmentant (Vander
Heiden et al., 1999; Letai et al., 2002) soit en diminuant (Kroemer, 1997; Chao et al., 1998)

la perméabilisation mitochondriale.

2.1.3. Mécanisme Granzyme-Perforine

Cette troisieme voie d’induction de mort est impliquée en particulier dans 1’élimination des
cellules infectées par les virus, la protection contre les pathogenes intracellulaires et la
surveillance contre les tumeurs (Kagi ef al., 1994; Balkow et al., 2001). Elle met en jeu des
granules cytotoxiques qui sont des lysosomes sécréteurs spécialisés présents dans les cellules
cytotoxiques. La libération des granules cytotoxiques se fait apres leur migration vers une
zone de synapse immunologique suite a la reconnaissance de la cellule cible par des
récepteurs. Les granules cytotoxiques contiennent les granzymes Grz (granule enzyme) qui
sont des sérines protéases trés spécialisées ainsi que la perforine permettant la formation de
pores. Dix membres de la famille des granzymes sont retrouvés dans les granules : les GrzA,
B, C,D, E, F, G, H, K et M. Ces granzymes sont inactivés dans les granules grace a leur pH
acide. Les granzymes sont ensuite clivés en enzymes actives via la cathepsine C dans les
granules. Les granules cytotoxiques retrouvés chez 1’homme contiennent en plus la
granulysine qui est une protéine détruisant les membranes, et en particulier la membrane
mitochondriale. La granulysine est retrouvée dans les cellules NK et CTL humaines, mais pas
chez les rongeurs. Un équivalent de la granulysine a toutefois été suggéré chez le rat (Winkler
et al., 1997). 1l a été montré récemment que la granulysine pouvait étre internalisée par les
DC via les radeaux lipidiques et ainsi participer a la dégradation de bactéries (Walch et al.,
2005). La calréticuline qui peut inhiber la perforine en se fixant a elle est également présente
dans les granules. La perforine va s’homopolymériser de fagon Ca2+-dépendante a la surface
membranaire et permettre la formation d’un pore. Les granzymes vont alors pouvoir rentrer

dans la cellule et induire la lyse cellulaire. Toutefois, cette perforine n’est pas indispensable
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puisqu’il a ét¢ montré que le GrzB pouvait étre endocyté en son absence (Froelich ef al.,
1996; Shi et al., 1997; Pinkoski et al., 1998).

Le GrzB clive ses substrats de la méme facon que les caspases sur des résidus asparates. Le
granzyme B est sécrété par les CTL activés et les cellules NK et participe ainsi a la
destruction de cellules infectées ou de cellules tumorales. La libération du granzyme dans le
cytosol ne se fait qu’avec ’intervention de la perforine (Pinkoski et al., 1998; Trapani et al.,
1998; Heibein et al., 1999) (fig. 11). Une fois libéré dans le cytosol, le granzyme induit le
clivage de procaspases telles que la procaspase 3 mais également peut activer directement des
substrats des caspases (Barry et al., 2000). Ainsi, le GrzB peut agir directement sur I’enzyme
CAD de dégradation de I’ADN qui est habituellement activée par les caspases.

Récemment, une voie d’apoptose indépendante des caspases a été décrite (Beresford et al.,
2001; Fan et al., 2003). L apoptose caspase indépendante peut étre initiée par les GrzA, C et
la granulysine (Lieberman, 2003). Par ailleurs, il a ét¢ montré que le GrzB était également
impliqué dans cette mort cellulaire indépendante des caspases. Le GrzB peut également
induire une mort indépendante des caspases en clivant Bid qui va ensuite permettre le
relargage des facteurs mitochondriaux cytochrome c, EndoG, HtrA2/OMI, mais pas de AIF.
Le GrzB peut aussi induire directement la rupture de la membrane mitochondriale.

La mort induite par le GrzA, en plus d’étre caspase —indépendante (Beresford et al., 1999), ne
fait pas intervenir le cytochrome c et n’est pas inhibée par une surexpression de Bcl-2
(Lieberman, 2003). Par contre, la membrane mitochondriale est bien rompue et il y a
production de réactifs oxygénés. La perforine va former des pores qui vont permettre 1’entrée
du GrzA dans le cytosol de la cellule cible (fig. 12). Le GrzA va alors activer une
endonucléase GAAD (GrzA-activated DNase) qui va induire la formation de coupures dans
I’ADN. L’activité de I’endonucléase est inhibée par le complexe SET qui est localisé dans le
réticulum endoplasmique. Ce complexe est formé d’un inhibiteur de la protéine phosphatase
A2 (pp32), et des protéines HMG2 et Apel. Le GrzA clive le complexe SET mais pas la pp32
ce qui permet alors la libération et I’activation de la GAAD. Celle-ci va étre transloquée dans
le noyau et induire les dommages dans I’ADN.

L’apoptose indépendante des caspases induite par le GrzC fait quant a elle intervenir le
cytochrome c libéré grace a la formation d’un pore mitochondrial.

Par ailleurs, le mode d’action des autres granzymes est moins connu.
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2.1.4. La voie lysosomiale

Les lysosomes étaient initialement associés a une destruction cellulaire par autophagie mais
récemment, il a été montré qu’ils pouvaient intervenir dans les phénoménes d’apoptose. La
voie lysosomiale d’apoptose a été mise en évidence grace au role des cathepsines dans la
pathologie et plus particuliérement dans des pathologies neurodégénératives (Lieuallen et al.,
2001; Houseweart et al., 2003), et dans la transformation tumorale (Foghsgaard et al., 2001).
Les cathepsines sont des protéases lysosomiales dont les plus abondantes sont les cathepsines
B, L et D. Onze membres des cathepsines sont retrouvés chez I’homme. Il a ét¢ montré que
ces protéases pouvaient étre impliquées dans des phénomeénes d’apoptose (Turk ez al., 2002).
La perméabilisation des lysosomes semble étre causée par plusieurs processus :
I’accumulation de la sphingosine dans les lysosomes permettant la libération enzymatique
dans le cytosol (Kagedal et al., 2001) et la déstabilisation des lysosomes par les réactifs
oxygénés ROS (Zdolsek et al., 1993; Antunes et al., 2001; Dare et al., 2001; Persson et al.,
2003). Une autre hypothése non confirmée serait la translocation de Bcl-2 a la membrane des
lysosomes (Guicciardi et al., 2004). Cette étape de perméabilisation est importante car elle
doit étre partielle pour éviter le développement d’une nécrose.

Les enzymes lysosomiaux entrés dans le cytosol peuvent induire directement le clivage de
substrats cellulaires soit directement, soit en association avec les caspases (Leist et al., 2001;
Leist et al., 2001). 1l semblerait que les lysosomes agissent a plusieurs niveaux des voies de
signalisation de 1’apoptose. En effet, les protéases vont stimuler la voie mitochondriale
d’apoptose en contribuant a la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale,
probablement suite au clivage de Bid par ces enzymes (Cirman ef al., 2004). Par ailleurs, elles
pourraient activer directement les caspases. Toutefois, certaines caspases comme la caspase-3
semblent étre faiblement clivées par les cathepsines lysosomiales in vitro (Ferri et al., 2001;
Stoka et al., 2001). Enfin, il a été suggéré que les enzymes lysosomiales et la cathepsine D en
particulier pouvaient cliver la protéine Bax (Bidere ef al., 2003). Bax activée va se transloquer
vers la mitochondrie et induire la libération du facteur pro-apoptotique AIF (apoptosis-

inducing factor).

2.1.5. La mort cellulaire indépendante des caspases

C’est une voie de mort cellulaire qui a été mise en évidence avec des inhibiteurs de caspases
tels que le Zvad.fmk (Chipuk et al., 2005). Indépendamment de I’apoptose indépendante des

caspases observée avec les granzymes, 1’absence d’activation des caspases peut intervenir
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dans les voies extrinséques et intrinseéques précédemment décrites. Ainsi, le TNF peut induire
une dégénération de la structure mitochondriale via la production de réactifs oxygénés
(Schulze-Osthoff et al., 1992). Par ailleurs, I’inhibition des caspases va accroitre la sensibilité
de souris a des traitements au TNF en augmentant le stress oxydatif et les perturbations
mitochondriales (Cauwels et al, 2003). Ce phénoméne semble étre déclenché par la
phospholipase A2 (PLA2), qui est clivée par les caspases activées par le TNF et qui permet la
formation des ROS. La protéine RIP (receptor interacting protein) semble étre impliquée dans
I’induction de la mort cellulaire déclenchée par Fas et n’impliquant pas les caspases. Ainsi
des cellules Jurkat déficientes en RIP ne sont plus sensibles a la mort indépendante des
caspases (Holler et al., 2000).

En ce qui concerne la voie mitochondriale, si la mitochondrie ne peut induire 1’activation des
caspases apres la perméabilisation membranaire, les processus de mort sont assurés par
certains facteurs mitochondriaux comme AIF, EndoG, HTRA2/OMI. Ces protéines vont

induire la condensation de la chromatine et la fragmentation de I’ADN (Chipuk et al., 2005).

2.1.6. L’issue de ’apoptose

Les différentes voies d’initiation d’apoptose vont ensuite converger vers une activation des
caspases. Celles-ci vont induire le clivage protéolytique de protéines intervenant dans la
réparation de I’ADN, ainsi que d’enzymes régulant 1’apoptose. Les changements
morphologiques cellulaires caractéristiques de 1’apoptose que sont la fragmentation de I’ADN
et les renflements membranaires vont étre induits par la caspase-activated DNase (CAD) et la
p21-activated kinase-2 respectivement apres activation par les caspases (Kass et al., 1996;
Deschesnes et al., 2001; Kivinen et al., 2005). A I’inverse, la poly (ADP-ribose) polymerase
ou PARP qui est impliquée dans la réparation de I’ADN est inactivée par les caspases.

Les résultats de ces différentes activations enzymatiques sont la formation de renflements
membranaires et de corps apoptotiques, 1’exposition de phophatidylsérines a la surface
cellulaire, la condensation de la chromatine et la fragmentation de I’ADN qui sont des

changements caractéristiques de 1’apoptose.

2.2. La régulation de la mort cellulaire

Plusieurs protéines vont agir a différents niveaux des voies extrinséques et intrinséques pour

les controler.
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2.2.1. Les protéines de la famille Bcl-2
Les molécules de la famille Bcl-2 vont intervenir dans la régulation de la voie mitochondriale.

Les membres de cette famille sont classés en deux catégories que sont les molécules pro-
apoptotiques et les molécules anti-apoptotiques. Les facteurs pro-apoptotiques sont formés
d’un seul domaine de structure d’homologie a Bcl-2, le domaine BH3. C’est pour cela
qu’elles sont dénommeées comme « BH3-only ». Cette sous-famille comprend entre autres les
protéines Bid, Bad, Bik, Bim, Bmf, Puma et Noxa. Elles vont agir sur I’interaction des
molécules Bak et Bax au niveau de la mitochondrie. En effet, les molécules Bax/Bak vont
s’oligomériser pour former un pore dans la membrane externe mitochondriale et permettre la
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (Green et al., 2004). Les protéines
BH3-only peuvent également former des hétérodimeres avec les membres anti-apoptotiques
de la famille Bcl-2.

Les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 vont quant a elles inactiver les membres
pro-apoptotiques de la famille Bel-2. Cette sous-famille est formée entre autres des molécules
Bcl-2, Bcel-xL, Bcel-w, Mcl-1 et Boo/Diva. Elles sont formées de quatre domaines
d’homologie : BH1, BH2, BH3 et BH4. Ces molécules protégent les cellules contre une large
gamme de facteurs cytotoxiques comme la privation de cytokines, 1’irradiation par des rayons
UV ou v, ou les drogues chimiothérapeutiques (Huang et al, 1997). Bcl-2 est capable

d’inhiber la formation de I’homo-oligomére Bax/Bak.

2.2.2. Les IAPs
Les protéines inhibitrices d’apoptose (IAPs) constituent une famille conservée de huit

protéines qui se lient et inhibent a la fois les caspases initiatrices et effectrices grace a leur
domaine BIR (Deveraux et al., 1999; Liston et al., 2003; Riedl et al., 2004). Elles sont en
retour régulées par des protéines libérées par la mitochondrie durant I’apoptose. Parmi elles,
Smac/DIABLO qui est libéré simultanément avec le cytochrome ¢ va promouvoir 1’activation
des caspases en inhibant IAP (Du et al, 2000). II va en effet rentrer en compétition avec

XIAP dans la liaison a la caspase-9.

2.2.3. Les protéines de choc thermique

Les protéines de choc thermique (Hsp) sont également capables d’inhiber la mort cellulaire
induite par les membres de la famille du TNF. En effet, il a été mis en évidence que I’Hsp70

pouvait inhiber I’apoptose induite par le TNF (Mosser et al., 2000) probablement en affectant
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la voie dépendante de Bid (Takayama et al, 2003). Ensuite, I’'Hsp90 intervient dans la
signalisation par NF-KB en interagissant avec les protéines RIP ou le complexe IKK (Lewis
et al., 2000; Chen et al., 2002).

Les Hsp vont par ailleurs intervenir a différents niveaux dans la régulation de la voie
mitochondriale. En effet, il a ét¢ montré que 1I’Hsp27 pouvait inhiber la formation de
I’apoptosome en se liant au cytochrome ¢ et en empéchant sa fixation a Apaf-1 (Garrido et al.,
1999; Bruey et al., 2000). L’Hsp70 inhibe aussi la formation de 1’apoptosome en interagissant
avec Apaf-1 (Beere et al., 2000; Saleh et al., 2000). II a été également suggéré que 1’Hsp70
pouvait inhiber la mort cellulaire indépendante d’Apaf-1 en se liant a AIF (Takayama et al.,

2003).

2.2.4. Les inhibiteurs spécifiques de la voie des récepteurs de mort

Cette voie d’apoptose est régulée a différents niveaux. Tout d’abord, les récepteurs leurre vont
se lier a des ligands de mort sans pour autant déclencher de signal apoptotique. Ils rentrent en
compétition avec les récepteurs de mort. La molécule cFLIP (FLICE-inhibitory protein) agit
également en compétition avec la caspase-8 du fait de son homologie de structure (Budd et
al., 2006). Elle contient un domaine pseudo-caspase inactif inhibant ainsi la cascade

apoptotique.

2.2.5. Le RE etle Ca2+ intracellulaire
Le Ca2+ va également influencer 1’apoptose. Celui-ci est relargué par le réticulum

endoplasmique et est capturé par la mitochondrie. En s’accumulant dans la mitochondrie, le
Ca2+ va permettre 1’augmentation de la production des réactifs oxygénés et 1’ouverture des
pores de transition mitochondriaux (MPT). Le potentiel transmembranaire mitochondrial va
alors s’affaisser, induisant la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et la

libération des facteurs proapototiques (Brookes et al., 2004; Petrosillo et al., 2004).
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3. LES RECEPTEURS ACTIVATEURS DE LA CYTOTOXICITE

De nombreux récepteurs activateurs de la cytotoxicité sont retrouvés a la surface des cellules
NK (Bottino et al., 2005). Les CTL reconnaissent quant a eux des antigénes via leur TCR et
induisent ensuite la lyse de leurs cibles. Cependant, certains de ces récepteurs sont présents a
leur surface et pourraient participer a la modulation de I’activité cytotoxique. Ces récepteurs
dits activateurs permettent la reconnaissance des cellules cibles infectées, tumorales tout en
discriminant les cellules normales. Cette reconnaissance va amener a déclencher les
mécanismes de cytotoxicité qui vont permettre la destruction des cellules cibles. A 1’opposé
des récepteurs activateurs existent des récepteurs inhibiteurs. Ces récepteurs comprenant les
KIR, Ly49, CD94...ne vont pas étre décrits ici. C’est la balance entre les signaux délivrés par
ces deux types de récepteurs qui va déterminer 1’issue de la réponse développée contre les
infections, les tumeurs, mais aussi les situations d’autoimmunité.

Certains de ces récepteurs activateurs reconnaissent des protéines du soi qui vont étre induites
en situation de stress. D’autres vont reconnaitre des motifs PAMP présents a la surface des
pathogenes tels que le Nkp46 qui reconnait 1’hémagglutinine présente sur des cellules
infectées (Mandelboim et al., 2001). Ces récepteurs activateurs vont étre capables d’induire
directement la cytotoxicité et la production de cytokines lors de leur stimulation/engagement.
Parmi ces récepteurs, NKG2D, CD16 et les récepteurs cytotoxiques naturels (NCR) vont
jouer un role important. En outre, d’autres récepteurs vont servir comme des récepteurs de
costimulation, incapables d’induire directement la lyse mais pouvant participer au seuil

d’activation des cellules cytotoxiques (Arnon et al., 2000).

3.1. NKG2D (Natural-Killer Group 2, member D)
C’est une lectine de type C de type I qui a une faible homologie avec les molécules NKG2A,

C, E et F (Lanier, 2005). Il est exprimé par les cellules NK, par certains lymphocytes T CD8+
off et y0, par des macrophages activés, mais aussi par les IKDC (Bauer et al., 1999;
Diefenbach et al., 2000; Raulet, 2003; Chan et al., 2006; Taieb et al., 2006). NKG2D est
exprimé de fagon constitutive par les NK humains et murins (Diefenbach et al., 2000) mais
son expression peut étre augmentée en présence d’IL-15, d’IL-12, d’IFN-o0 ou de TNF-
o (Roberts et al.,, 2001; Sutherland et al., 2002) et diminuée en présence de TGF-3
(Castriconi et al., 2003).

66



Introduction- Partie 11l : Les récepteurs activateurs de cytotoxicité

Contrairement aux autres récepteurs activateurs qui sont spécifiques de certains ligands,
NKG2D reconnait un large panel de ligands qui sont des homologues structuraux de
molécules de classe I du CMH mais qui ne sont toutefois pas codés par les génes du CMH
(Lanier, 2005). Ces ligands vont étre induits en condition de stress cellulaire lors de cancer et
d’infection (Lodoen et al., 2006; Draghi et al., 2007; Pappworth et al., 2007), ainsi qu’avec
des protéines de choc thermique (Groh et al., 1996; Venkataraman et al., 2007). Par ailleurs,
il semblerait que NKG2D puisse jouer un réle dans le développement (Nomura et al., 1996;
Mincheva-Nilsson et al., 2006).

Chez I’homme, huit ligands de NKG2D sont retrouvés (tableau 2): les MHC-class-I-
polypeptide-related sequence A (MICA) et B (MICB) et les cytomegalovirus UL16-binding
proteins (ULBP) (Bauer et al., 1999; Cosman ef al., 2001; Bacon et al., 2004). Cette derniere
sous-famille, qui est également appelée famille des protéines RAET1, est composée de cinq
membres ULBP1-4 et RAETIG. Un dernier membre RAETIL n’a pas été identifi¢
formellement comme se liant 8 NKG2D (Eagle et al., 2007). Les homologues chez la souris
de ces ligands sont représentés par les retinoic acid early transcript 1 (RAEL) «, 3,7, 0, €,
ainsi que par les protéines H60 et MULT1 (Cerwenka et al., 2000; Diefenbach et al., 2000;
Carayannopoulos et al., 2002; Diefenbach et al., 2003) (tableau 2). Récemment, un
homologue du RAE1 (RRLT) a ét¢ décrit chez le rat (Savithri et al., 2006). Cette diversité des
ligands de NKG2D représente un avantage pour le développement des réponses immunitaires
car elle augmente les chances de reconnaissance des pathogenes et des cellules tumorales
(Eagle et al., 2007). En effet, dans le cas des cancers, le fait que la cellule tumorale posséde
plusieurs ligands réduit le risque qu’elle en perde I’expression et qu’elle ne soit pas reconnue
par le systtme immunitaire. Par ailleurs, cette diversit¢ permet également d’augmenter le
nombre de ligands qui vont étre induits par un panel assez large de stimuli et par conséquent
le nombre potentiel de cellules qui vont alerter le systéme immunitaire.

Ces ligands ne sont pas du tout comparables entre eux et d’une espéce a 1’autre du fait de leur
séquence. A l'inverse, il est intéressant de noter que NKG2D est assez conservé entre les
especes. En effet, les NKG2D humains et murins partagent 70% d’homologie, et NKR-P2,
I’orthologue de NKG2D chez le rat, est a 73% identique avec le récepteur humain (Berg ef al.,
1998). Par ailleurs, cette homologie de séquence permet au NKG2D d’une espéce de
reconnaitre les ligands d’une autre espéce. Ainsi, le NKG2D de souris peut reconnaitre les
ULBP humains (Sutherland et al., 2006).

La liaison de NKG2D avec un de ses ligands va induire différentes voies de signalisation. En

effet, chez ’homme, NKG2D est associé a DAP10 qui va induire I’activation de la PI3K (Wu
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et al., 1999). NKG2D est associé chez la souris a la fois a DAP10 et a DAP12, ce dernier
activant les tyrosines kinases Syk et ZAP70 (Lanier et al., 1998).

Le role essentiel de NKG2D dans I’immunosurveillance des tumeurs a ét¢ mis en évidence
par le fait que I’expression induite ou naturelle des ligands de NKG2D pouvait augmenter la
sensibilité des cellules tumorales in vitro. En effet, des cellules tumorales transfectées avec
des ligands de NKG2D étaient rejetées par des cellules NK et des lymphocytes T CD8+ dans
quelques cas (Cerwenka et al., 2001; Diefenbach et al., 2001). Ainsi, un nombre important de
cellules B16-BL6 transfectées avec RAE1 ou H60 étaient rejetées efficacement et de fagon
permanente par des souris B6 syngéniques. L’ immunité induite est de longue durée car il n’y
a pas de développement tumoral lors de la re-inoculation de la méme lignée parentale non
transfectée. Par ailleurs, de nombreuses tumeurs primaires et lignées tumorales expriment des
ligands de NKG2D (Diefenbach et al., 2000). D’autre part, il existe une corrélation entre
I’expression de MICA/B dans des carcinomes humains et I’infiltration de certains
lymphocytes Ty0 exprimant NKG2D (Groh et al., 1999).

Les tumeurs ont mis en place des stratégies pour échapper au controle par NKG2D par la
sécrétion de ligands de NKG2D solubles qui agissent comme des leurres (Groh et al., 2002),
ou par la production de TGF3 qui diminue I’expression de NKG2D (Lee et al., 2004). Le
CMYV humain produit quant a lui la protéine UL16 qui rentre en compétition avec NKG2D
pour la liaison avec ses ligands (Dunn ef al., 2003; Rolle ef al., 2003; Welte et al., 2003; Wu
et al.,2003).

Toutefois, il a ét¢ montré que NKG2D et ses ligands pouvaient étre associés a certaines
maladies autoimmunes. Ainsi, RAE a ét¢ identifié¢ dans les 116ts pancréatiques de souris NOD
pré-diabétiques tandis que les LT CDS8+ autoréactifs infiltrant le pancréas exprimaient
NKG2D (Ogasawara et al., 2004). D’autre part, les LT de patients souffrant de polyarthrite
rhumatoide expriment NKG2D et les synoviocytes présentent MIC a leur surface (Groh et al.,
2003). Enfin, la prépondérance de MICA dans les épithélia intestinaux a été associée au

développement de maladies telles que la maladie de Crohn (Tieng et al., 2002).
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Tableau 3: Les ligands humains et murins de NKG2D d’aprés (Vivier ef al., 2002)

Ligands Expression Facteurs d’induction | Autres caractéristiques
constitutive

Humains

MICA Epithélium  intestinal ; | Choc thermique MICB se lie avec la
tumeurs épithéliales et | Stress oxydatif protéine UL16 du CMV
non épithéliales Transformation tumorale | humain

MICB M. tuberculosis, E. coli

ou infection HCMV
ULBP1,2,3 Tissus normaux et ULBP 1 et 2 se lient a
RAET1LH,N tumoraux et  lignées UL16

cellulaires ; ULBP 3 dans
le foie ; ULBP 1 et 3 dans
la thyroide ;

Les transcrits RAET 1

sont absents des tissus

hématopoiétiques
Souris
Rael o Tissus  embryonnaires ; | Acide rétinoique
Rael lignées de cellules | Carcinogenes
Rael v tumorales ; absents de la
Racl & plupart des tissus adultes
Rael ¢
RAE1-B6
H60 Leucocytes activés du | Carcinogénes

sang  périphérique et

splénocytes

3.2. Les récepteurs cytotoxiques naturels

Ces récepteurs essentiellement présents sur les cellules NK font partie de la superfamille des
Ig. Ils possedent un motif ITAM. Nkp46 et Nkp30 sont exprimés de fagon constitutive par les
NK activés et au repos tandis que Nkp44 est induit par une activation avec I’IL-2. Ce dernier

a également été décrit sur les pDC (Fuchs et al., 2005).

3.2.1. Nkp46
C’est le premier NCR identifi¢ (Sivori et al., 1997; Pessino et al., 1998) et c’est le plus

spécifique car il est uniquement retrouvé sur les cellules NK (Gazit ef al., 2004; Arnon et al.,
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20006). 1l est retrouvé chez ’homme mais également chez la souris (Biassoni et al., 1999) et
chez le rat (Falco et al., 1999) contrairement aux autres NCR. Il a ét¢ montré que Nkp46
intervenait de facon majeure dans 1’activation des cellules NK par des cellules cibles
allogéniques, autologues et xénogéniques (Sivori et al., 1999). La liaison de Nkp46 a un
anticorps monoclonal spécifique conduit par ailleurs a une cytotoxicité et la libération de
cytokines (Sivori et al., 1997). Le ligand de Nkp46 a la surface des cellules tumorales n’est
pas encore connu. Cependant, Bloushtain ef a/ ont montré que I’héparane sulfate pouvait étre
impliqué dans la reconnaissance des cellules cibles par les récepteurs Nkp46 et Nkp30
(Bloushtain et al., 2004). L’héparane sulfate est également présent a la surface des cellules
normales impliquant des phénomeénes de controle. D’autre part, les récepteurs Nkp46 et
Nkp44 reconnaissent ’hémagglutinine présente lors d’infection avec le virus de 1’influenza

(Arnon et al., 2001; Mandelboim et al., 2001; Arnon et al., 2004).

3.2.2. Nkp44
Ce deuxieme NCR requiert une activation par 1I’IL-2 pour étre induit a la surface des cellules

NK (Vitale et al., 1998). Par ailleurs, Nkp44 a été identifi¢ in vivo sur une sous-population de
cellules NK qui pourraient correspondre a des NK activés dans les amygdales (Ferlazzo ef al.,
2004). 11 a également été décrit sur les pDC issues du sang et des amygdales humaines apres
stimulation avec de I’IL-3 (Fuchs ef al., 2005). La sécrétion d’IFN-y par les pDC n’est
toutefois pas augmentée lors d’une stimulation avec un anticorps monoclonal anti-Nkp44.
Nkp44 est ¢également un récepteur activateur de I’activité cytotoxique des cellules NK envers

des cibles déficientes en CMH I comme 1’ont montré des expériences de blocage (Falco et al.,

1999);(Vitale et al., 1998).

3.2.3. Nkp30
Nkp30 est le troisiéme récepteur NCR a avoir été identifi¢ (Moretta et al., 2000). Nkp30 est

retrouvé sur les cellules NK activées et au repos chez I’homme, et a été identifié a 1’état de
protéine soluble chez certaines souches de souris et chez le rat (Hollyoake et al., 2005). Cette
expression peut par ailleurs étre diminuée en présence de TGF-f1 et cette diminution est
corrélée avec une atténuation de 1’activité cytotoxique des cellules NK (Castriconi et al.,
2003). Il semble que ce récepteur reconnaisse des ligands différents de ceux détectés par les
récepteurs Nkp46/Nkp44 (Pessino et al., 1998; Moretta et al., 2000). Nkp30 semble jouer un

role important dans les interactions entre les cellules NK et les DC (Degli-Esposti et al.,
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2005). Un role potentiel de ce récepteur in vivo a été suggéré dans les mécanismes de

sélection de DC orientant la réponse immunitaire vers un profil Th1l (Arnon et al., 2006).

3.3. Les récepteurs NKR-P1
Des membres de cette famille de lectines de type C ont été identifiés chez la souris, le rat et

I’homme (Glimcher et al., 1977; Giorda et al., 1990; Lanier et al., 1994). Cette famille

comprend quatre membres : NKR-P1A, C, D et F qui ont été identifiés chez la souris
C57BL/6. NKR-P1C est retrouvé sur les cellules NK et les NKT de souris. NKR-P1A a été
décrit sur les NK du sang périphérique, les lymphocytes T périphériques et les thymocytes
chez ’homme. Tandis que NKR-PID semble étre un récepteur inhibiteur du fait de la
présence de motifs ITIM dans sa partie cytoplasmique, les autres récepteurs semblent avoir
plutdt une fonction activatrice (Lanier, 2005). En effet, des cellules RMA transfectées avec le
ligand Clr-b de NKR-P1D sont protégées de la lyse par les NK et cette protection disparait en
présence d’anticorps anti-NKR-P1D (lizuka ef al., 2003). A I’inverse, NKR-P1A a été montré
comme induisant la prolifération des thymocytes et des NKT (Poggi et al., 1996; Exley et al.,
1998). Le ligand de NKR-P1A est dénommé LLT1 (lectin-like transcript 1) chez 1’homme
(Boles et al., 1999).

3.4. Le récepteur 2B4 (CD244)
Le récepteur 2B4 et son ligand CD48 font partie de la famille de CD2. 2B4 est retrouvé chez

I’homme et chez la souris sur toutes les cellules NK, sur les lymphocytes T v, et les T CD8+
(Garni-Wagner et al., 1993; Valiante ef al., 1993; Speiser et al., 2001). 1l est de plus exprimeé
par les monocytes et basophiles humains (Nakajima ef al., 1999). Curieusement, il semblerait
que 2B4 ait une fonction inhibitrice chez la souris et activatrice chez ’homme. En effet, la
lyse de cellules exprimant CD48 est augmentée en présence de cellules NK de souris
déficientes en 2B4 (Lee ef al., 2004). A I’inverse, chez ’homme, la transfection de cellules
résistantes avec le CD48 va déclencher la lyse de ces cibles ainsi que la production d’IFN-y
par les NK (Tangye ef al., 2000). 2B4 contient des motifs le faisant ressembler aux membres
de la famille SLAM. Par ailleurs, la transduction du signal par 2B4 fait intervenir les tyrosines

phosphatases SHP-1 et 2, I’adaptateur intracellulaire SAP et la protéine LAT (Lanier, 2005).
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3.5. DNAM-1 (CD226)
Au-dela des récepteurs activateurs classiques décrits sur les cellules NK et les lymphocytes T,

certains récepteurs pour des molécules d’adhésion ont ét€¢ mis en évidence comme pouvant
accroitre D’activité cytolytique des cellules NK et des CTL. C’est le cas des récepteurs
DNAM-1 et CRTAM qui favorisent I’adhésion des cellules cytotoxiques avec leurs cibles.
Ainsi, DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1) est une protéine de la superfamille des
Immunoglobulines qui est retrouvée chez ’homme sur les cellules NK, T, certaines cellules
B, des monocytes et des plaquettes (Burns et al., 1985; Scott et al., 1989; Shibuya et al.,
1996). Les ligands connus de DNAM-1 sont Necl-5 qui est le récepteur pour le virus de la
polio (CD155), et la nectin-2 (CD112) (Bottino et al., 2003; Tahara-Hanaoka et al., 2004).
Par ailleurs, la Necl-5 est reconnue par le CD96 également présent sur les cellules NK (Fuchs
et al., 2004). La liaison de CD96 a Ncl-5 va augmenter 1’activité cytotoxique des cellules NK,
mais dans une moindre mesure que DNAM-1. Bien que les ligands de DNAM-1 soient
présents sur de nombreuses cellules normales dans I’organisme, ils sont de méme surexprimés
sur les cellules tumorales (Masson et al., 2001; Bottino et al., 2003; Fuchs et al., 2006). La
discrimination des cellules normales se fait alors grace a la reconnaissance des molécules du
CMH de classe I par les récepteurs inhibiteurs. Le role de DNAM-1 dans I’immunité
antitumorale a ¢t€¢ mis en évidence dans des expériences de blocage avec des anticorps anti-
DNAM permettant une réduction de la lyse de cellules tumorales par les CTL et les NK
(Shibuya ef al., 1996). Sur les monocytes, DNAM-1 pourrait intervenir dans la transmigration
endothéliale (Reymond et al., 2004). D’autre part, DNAM-1 agit en coopération avec la
molécule d’adhésion LFA-1 pour activer les fonctions effectrices de cellules NK (Shibuya et
al., 1999; Shibuya et al., 2003). En effet, les patients déficients en adhésion de leucocytes
(LAD) qui n’ont pas de LFA-1, ont un défaut dans la signalisation de DNAM-1 (Shibuya et
al., 1999) (fig. 13).
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Figure 13: Les récepteurs costimulateurs (Fuchs ez al., 2006)
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3.6. Le récepteur CRTAM (class I restricted T cell-associated molecule)
CRTAM a été décrit chez la souris sur des NKT et des lymphocytes T CD8+ activés, et chez

I’homme, sur des NK, des LT CD8+ et des LT CD4+ activés ainsi que sur des équivalents des
NKT (Kennedy et al., 2000; Boles et al., 2005). CRTAM a également ¢té mis en évidence sur
les neurones de Purkinje (Patino-Lopez et al., 2006). L’expression de CRTAM, contrairement
a celle de DNAM-1 et CD96, est transitoire sur les cellules NK et T activées (Fuchs et al.,
2006). La liaison de CRTAM a son ligand Necl-2 (ou Igsf4) (fig. 13) augmente la lyse des
cellules cibles par les NK et induit la sécrétion d’IFN-y et d’IL-22 par les T CD8+ (Boles et
al., 2005). La Necl2 a par ailleurs été identifiée a la fois sur des DC BDCA3+ humaines et des
DC CDS8o+ murines (Galibert et al., 2005). Des expériences in vivo ont montré que des
cellules transfectées avec Necl-2 étaient rapidement rejetées apres injection a des souris. La

déplétion des cellules NK avant injection diminuait le rejet de la tumeur (Boles e al., 2005).

3.7. Les récepteurs PILR (Paired Immunoglobulin-like type 2 receptor)

Les PILR ont été clonés chez la souris a partir de banques de cDNA de NK selon leur capacité
a s’associer a DAP12 (Shiratori et al., 2004). Deux types de récepteurs ont ét¢ identifiés : un
récepteur inhibiteur PILR-o. (FDF03) possédant un motif ITIM (Mousseau ef al., 2000) et un
récepteur activateur PILR[3 (FDFACT). Le récepteur PILR-f3 a été¢ identifi¢ chez la souris sur
les cellules NK ainsi que sur les DC et les macrophages (Shiratori et al., 2004). De maniére
intéressante, les récepteurs PILR ne sont pas retrouvés sur les cellules NK humaines mais sont
exprimés par les DC, les macrophages et les granulocytes (Fournier ef al., 2000). Le ligand
PILR-L, qui se lie a la fois au PILR-a et au PILR-f3, est un homologue du CD99. Ainsi, chez
la souris, des cellules NK activées vont étre capables de tuer des cellules exprimant le ligand
de PILR (PILR-L) (Shiratori ef al., 2004). De plus, des DC vont produire du NO et du TNF-o

quand elles sont cultivées en présence de ces cellules PILR-L.
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Tableau 4. Les différents récepteurs activateurs de cytotoxicité chez le rat.

NK CTL Macrophages Références

NKG2C + ? ? (Berg et al., 1998)
NKG2D + ? + (Berg et al., 1998)

(Alli et al., 2004)

(Baba et al., 2006)
NKR-P1A + ? ? (Ryan et al., 1991)

(Li et al., 2003)

Nkp46 + - - (Westgaard et al., 2004)
Nkp30 + ? ? (Hsieh et al., 2006)
Ly49s3 + ? ? (Naper et al., 2002)
Ly49s5 + ? ? (Naper et al., 2005)
2B4 + ? ? (Kumaresan et al., 2000)
LILRC1 - - + (Hoelsbrekken et al., 2005)
LILRC2 - + + (Hoelsbrekken et al., 2005)
KLRI2 + ? ? (Saether et al., 2005)

Les annotations -, + relatent la capacité¢ d’une population de DC a exercer une fonction donnée. Les annotations

+ signifient qu’une fonction activatrice du récepteur a été décrite. Le symbole ? signifie non déterminé.
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4. LES CELLULES DENDRITIQUES CYTOTOXIQUES

L’activité cytotoxique est un phénomene général utilis€ par de nombreuses cellules du
systtme immunitaire pour réagir au mieux a une intrusion d’un pathogéne ou a un
développement tumoral. Cette cytotoxicité peut en effet avoir une action directe d’élimination
des pathogeénes comme il est observé avec les macrophages et les lymphocytes T effecteurs,
mais elle peut également étre le point de départ de mécanismes de I’immunité adaptative
mettant en jeu de nombreux acteurs du systéeme immunitaire. Ainsi des DC ayant capturé des
fragments de cellules infectées et lysées par des cellules NK peuvent les présenter aux
lymphocytes T effecteurs et sécréter des cytokines qui vont permettre d’activer des
lymphocytes B et d’autres cellules de 'immunité innée. Dans ce cas-1a, la capture antigénique
est primordiale a I’expansion de la réponse immunitaire, d’ou le role prépondérant des
cellules présentatrices d’antigénes et donc des DC. De nombreuses cellules peuvent exercer
des fonctions cytotoxiques. Cette activité lytique peut intervenir dés les premiers instants
d’une infection grace aux macrophages et cellules NK. Par ailleurs, elle peut étre couplée a

des phénomenes de reconnaissance spécifique pour les CTL.

4.1. Introduction sur les principales cellules cytotoxiques

4.1.1. Role des macrophages dans ’immunité

Les macrophages sont impliqués dans de nombreux processus d’homéostasie, de réparation
tissulaire, de clairance de cellules sénescentes et de cellules infectées ou cancéreuses. Les
macrophages peuvent défendre l’organisme contre les infections et les tumeurs soit
directement en produisant du TNF et des réactifs oxygénés, soit indirectement en produisant
des cytokines et en présentant les antigenes. Les macrophages se distinguent en trois types
selon leur niveau d’activation : les macrophages non stimulés, « primés » et completement
activés (MacKay et al., 1986). La présentation antigénique est optimale chez les macrophages
« primés ».

La destruction des cellules tumorales par les macrophages est dépendante de deux
mécanismes que sont la cytotoxicité macrophagique et I’ADCC (Antibody-dependent cellular
cytotoxicity) (Klimp et al., 2002). La cytotoxicité fait intervenir des molécules d’adhésion
comme ICAM-1 et est dépendante d’un contact cellulaire. L’ADCC met en jeu la
reconnaissance de cellules cibles recouvertes d’anticorps par les récepteurs Fc a la surface des

macrophages. Ces deux processus vont aboutir a la libération de facteurs cytotoxiques comme
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le TNF-a, I'IL-1, le NO et les réactifs oxygénés et a la phagocytose des cibles. Le TNF
produit par les macrophages est retrouvé sous forme membranaire mais aussi sous forme
soluble et induit la lyse de nombreuses cellules cibles (Monastra et al., 1996). Le NO est
synthétis€¢ grace a I’iINOS qui est une enzyme inductible présente dans les macrophages
(Kroncke et al., 1995). Le NO va agir dans les cellules cibles en induisant la perte de fer
(Henry et al., 1993) et la libération de zinc par la cellule (Kroncke et al., 1994) ainsi que la
perte du potentiel membranaire mitochondrial via des perturbations des canaux ioniques
(Richter et al., 1994).

CD40 est exprimé a la surface des macrophages. Il a ét¢ montré que les macrophages
pouvaient étre impliqués in vivo dans la régression tumorale d’un neuroblastome murin lors
d’un traitement avec un anticorps monoclonal anti-CD40 (Lum et al., 2006). Cette action
antitumorale se faisait en absence de cellules T et NK. Le mécanisme effecteur des
macrophages lors de réponses antitumorales a par ailleurs été décrit dans un modele de souris
SR/CR ou des macrophages infiltrant la tumeur produisaient des réactifs oxygénés et
sécrétaient des sérines protéases déclenchant la mort de cellules cancéreuses (Hicks et al.,
2006). Cette cytotoxicité s’opere lors d’un contact des cellules tumorales avec les
macrophages qui forment alors des rosettes autour de leurs cibles. Le rdle essentiel des
macrophages a également été mis en évidence dans le cas de tumeurs faiblement
immunogenes apres induction par des oligonucléotides CpG de classe B chez la souris
(Buhtoiarov et al., 2007). En effet, une inactivation des macrophages in vivo amenait a une
diminution des effets antitumoraux observés confirmant I’implication de ceux-ci.

La capture de microorganismes et leur destruction dans les compartiments lysosomaux sert,
plus qu’a la présentation antigénique, a développer le phénomene d’élimination des
pathogenes lors de ’immunité innée (Aderem et al., 1999).

Les macrophages peuvent présenter des antigenes in vivo, surtout aux sites d’inflammation ou
I’environnement cytokinique peut favoriser leur expression du CMH et des molécules de
costimulation, et ou les cellules T sont déja présentes (Trombetta er al., 2005). Les
macrophages sont ¢galement capables de cross-présenter des antigénes mais de fagon moins
efficace que les DC.

Leur moindre capacité de présentation antigénique s’explique par une expression de
molécules de classe II du CMH a leur surface et une efficacit¢ de leurs organelles
endocytaires plus faibles (Mellman et al., 1998). Les macrophages expriment les molécules

de classe I et de classe II du CMH ainsi que les molécules de costimulation. Toutefois, la
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présence de ces molécules impliquées dans la présentation antigénique ne leur permet pas

d’étre des cellules présentatrices d’antigénes efficaces.

4.1.2. Role des NK dans ’immunité
Les cellules Natural Killer (NK) sont des lymphocytes effecteurs qui agissent parmi les

premiers acteurs de la réponse immune en mettant en jeu une cytotoxicité cellulaire et en
sécrétant des cytokines et des chimiokines (Trinchieri, 1989). Ces cellules sont dérivées de la
moelle osseuse mais elles ne vont pas subir de sélection et de réarrangements de leurs
récepteurs, ce qui les inclut dans les cellules de I’immunité innée. Chez ’homme, les NK
représentent 5 a 10% des lymphocytes du sang périphérique et ils sont caractérisés par un
phénotype CD56+CD3- (Robertson et al., 1990). Les NK matures sont retrouvés dans le sang,
la rate, le foie, I’'utérus ainsi que dans les ganglions lymphatiques (Ferlazzo et al., 2004;
Yokoyama et al., 2004). Ces cellules NK jouent un réle crucial dans la reconnaissance et
I’¢élimination de cellules infectées par des virus ou des cellules tumorales. Contrairement aux
lymphocytes T qui nécessitent une activation par les DC pour développer une réponse
cytotoxique (Banchereau et al., 1998), les NK ont la capacité d’exercer des fonctions
effectrices lors de rencontre avec des cellules infectées ou tumorales sans apprétement
préalable par les CPA (Trinchieri, 1989). In vitro et ex vivo, les cellules NK nécessitent d’étre
activées par des cytokines ou des ligands de TLR pour exercer leurs propriétés effectrices
(Bryceson et al., 2006). 1l a ét¢ montré qu’in vivo, les cellules NK étaient capables de
reconnaitre des PAM via les TLR présents a leur surface (Schmidt et al., 2004; Sivori et al.,
2004; Hart et al., 2005). Les cellules NK sont capables de discriminer les cellules normales
des cellules tumorales grace a la présence de molécules du CMH de classe I a la surface des
cellules normales qui délivrent un message inhibiteur (Moretta et al., 2001). Pour discriminer
efficacement les cellules du soi, les cellules NK vont subir au préalable une sélection ou
« autorisation » durant laquelle les NK doivent posséder des récepteurs inhibiteurs
fonctionnels leur permettant d’épargner les cellules normales (Kim ef al., 2005). En 1’absence
de molécules du CMH 1 sur des cellules cancéreuses ou en cas d’infection virale selon la
théorie de «1’absence du soi» (Ljunggren et al., 1990), les cellules NK vont s’activer,
relarguer des cytokines et induire la lyse des cellules cibles. Cette hypothése a émergé de
I’observation faite en 1986 chez des souris C57BL/6 que des cellules NK ¢étaient capables de
rejeter des cellules de lymphome RMA déficientes en CMH de classe I (Karre ef al., 1986).
Toutefois, cette théorie ne tenait seulement compte du fait que les cellules NK pouvaient tuer

n’importe quelle cellule n’exprimant pas le CMH 1. Ce concept de 1’absence du soi a été
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redéfini récemment par Lanier (Lanier, 2005): les cellules NK vont reconnaitre les cellules
anormales n’exprimant pas de CMH I ou sur-exprimant des ligands de récepteurs activateurs.
La reconnaissance des cellules cibles et 1’activation des cellules NK passent donc par tout un
panel de récepteurs activateurs et inhibiteurs. Parmi les récepteurs inhibiteurs, les Killer Ig-
like Receptors (KIR) reconnaissent un large spectre d’alléles de CMH 1, alors que d’autres
récepteurs sont spécifiques. Ainsi, les molécules CD94/NKG2A reconnaissent spécifiquement
les molécules HLA-E chez ’homme (Moretta et al., 1996; Lanier, 1998). L’inhibition des
cellules NK passe par le recrutement de molécules SHP1 et SHP2 via des motifs inhibiteurs
ITIM. La nécessité d’inactiver la cellule NK pour épargner les cellules normales implique
aussi I’existence de récepteurs activateurs délivrant un signal positif lors de contact avec la
cellule cible (voir Les récepteurs activateurs de la cytotoxicité). La premiére famille de
récepteurs identifiée regroupe NKp30, NKp44 et NKp46 (Moretta et al., 2001). NKp30 et
NKp46 sont exprimés constitutivement a la surface des cellules NK (Sivori et al., 1997;
Pessino et al., 1998; Pende et al., 1999) tandis que NKp44 est induit par ’activation (Vitale et
al., 1998; Cantoni et al., 1999). NKG2D est également impliqué dans 1’induction de
cytotoxicité par les cellules NK. Il reconnait les molécules de CMH non classique MICA/B
ou les protéines ULBP induites lors de stress ou présentes a la surface de cellules tumorales
(Raulet, 2003). D’autres co-récepteurs tels que 2B4, NKp80 et NTBA (NK-T-B antigen) vont
agir en coopération avec les récepteurs NKG2D ou ceux de la famille NKp (Tangye et al.,
2000; Moretta et al., 2003). C’est la balance entre ces différents récepteurs ainsi que la
présence de cytokines proinflammatoires (IL-12, IL-15, IL-18, IL-21, IFN-o/) (Biron et al.,
1999) qui va induire D’activation des cellules NK, leur prolifération et leurs fonctions
effectrices (Cerwenka et al., 2001). Ces fonctions effectrices se traduisent par une cytotoxicité
et par la sécrétion d’IFN-y. Cette cytotoxicité est induite le plus souvent par les granules
d’exocytose contenant des granzymes perforines ou de la granulysine, mais ¢galement par des
membres de la famille du TNF comme TRAIL et Fas-L (Smyth et al., 2005). Les cellules NK
vont en outre répondre apres intégration du signal en sécrétant des cytokines. Zamai et al ont
par ailleurs montré que les cellules NK utilisaient différents profils de cytotoxicité selon leur
niveau de différenciation (Zamai ef al., 1998). Chez ’homme, les NK CD3-CD161+CD56-
immatures ne produisent pas d’IFN-y et ont été considérées initialement comme non
cytotoxiques en dépit du fait qu’elles contenaient de la perforine et du GzB (Bennett ef al.,
1996). Par ailleurs, les NK dits immatures n’expriment pas les marqueurs Nkp46 et les

protéines de la famille KIR (Huntington et al., 2007). Aprés culture en présence d’IL-2 et
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d’IL-12, ces cellules NK expriment le CD56 et deviennent capables de produire de I’'TFN-y et
de lyser des cellules cibles. En fait, il semblerait que les NK immatures utilisent la molécule
TRAIL tandis que les NK CD3-CD161+CD56+ matures lysent leurs cibles via 1’expression
de Fas et I’exocytose de granules cytotoxiques (Zamai et al., 1998). Lorsqu’elles sont activées
par de I’IL-2, les cellules NK acquiérent des propriétés cytotoxiques accrues nommeées
Lymphokine-Activated Killing LAK (Frederick et al., 1997).

Les cellules NK vont avoir en commun avec les CTL leur utilisation des granzymes et
perforines pour la cytotoxicité ainsi que leur sécrétion d’IFN-y. Par ailleurs, le développement
de leur activité lytique n’est possible qu’aprés reconnaissance de molécules du CMH
classique ou non classique. Toutefois, les cellules NK différent des CTL par leur incapacité a

sécréter de I’IL-2 (Lanier, 2005).

4.1.3. Role des CTL dans Pimmunité
Les lymphocytes T et en particulier les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL) sont les

principaux acteurs de la réponse cellulaire adaptative. Ils vont détruire a la fois des cellules
infectées par des virus mais également des tumeurs malignes. La reconnaissance de la tumeur
passe alors par la détection d’antigenes a la surface des cellules cancéreuses. Les CTL
possedent un récepteur unique, le TCR, issu d’un réarrangement somatique des genes lors de
leur migration de la moelle osseuse vers le thymus/lors de leur maturation dans le thymus. Le
TCR ne reconnait qu’un seul type de peptide antigénique li¢ a des molécules du CMH de
classe I (Moss et al., 1992) lui permettant ainsi une grande spécificité. Les CTL exercent leur
fonction cytotoxique soit directement par contact cellulaire via le récepteur Fas ou via les
perforines, ou indirectement apres relargage de cytokines telles que I’I[FN-y et le TNF-a. Le
TNF-o se lie a son récepteur a la surface de la cellule cible et déclenche la cascade des
caspases qui va amener a la mort de la cellule cible. L’IFN-y va jouer sur la présentation de
peptides endogénes par les molécules de classe I du CMH et sur l'expression de Fas a la
surface de la cellule cible. Comme pour les cellules NK, 1’activité des CTL est strictement
régulée par la présence de récepteurs inhibiteurs qui permettent le maintien de la tolérance au
soi. L’activation du CTL peut étre divisée en deux phases: une premicre phase lors de
laquelle le lymphocyte T CD8+ naif reconnait un complexe CMH-peptide a la surface d’une
DC qui va I’amener a se différencier en lymphocyte T effecteur, et une deuxiéme phase de
reconnaissance d’antigénes sur les cellules cibles conduisant a la destruction de ces cibles. La
génération de CTL requiert une stimulation du TCR, un signal de costimulation et un signal

IL-2.
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Le signal de costimulation joue un role essentiel dans 1’activité effectrice des CTL. En effet, il
a été montré que la génération de CTL contre un antigéne tumoral dépendait du signal CD40
(Schoenberger et al., 1998).

Les lymphocytes T effecteurs expriment de grandes quantités de perforine et de granzymes,
ont une forte activité cytolytique et sécrétent peu de cytokines telles que 1I’'IL-2 et I'IFN-y
(Tomiyama et al., 2002) tandis que les lymphocytes T dits mémoires n’exercent pas d’activité
cytolytique mais possedent des propriétés prolifératives et sécrétent de grandes quantités de
cytokines en réponse a une stimulation antigénique (Kaech et al., 2002).

Les lymphocytes T CD8+ jouent un role primordial dans la phase effectrice de la réponse
adaptative contre les cancers (Castelli et al., 2000). Les CTL vont reconnaitre des antigénes
associés aux tumeurs (TAA) qui sont classés en quatre groupes selon leur spécificité et leur
rareté. Ainsi, les TAA du groupe I sont issus de mutations somatiques de protéines normales
et sont spécifiques d’un patient alors que les TAA du groupe IV dérivent d’antigénes normaux

uniquement retrouvés dans les testicules et les cellules tumorales (Andersen et al., 2006).

4.2. Les DC cytotoxiques

4.2.1. Chez P’homme

4.2.1.1.Les différentes sous-populations de DC tueuses chez ’homme
Les premieres DC cytotoxiques identifiées chez I’homme furent isolées a partir de thymus de

patients infectés par le VIH de type 1 (Beaulieu ef al., 1996; Beaulieu et al., 1998). Beaulieu
et al ont observé que les DC infectées n’étaient pas capables d’induire la prolifération de
thymocytes. Cette activité était corrélée avec un relargage d’agents cytotoxiques, pour 1’heure
non identifi€s, qui étaient responsables de la mort de thymocytes CD4+ et CD8+ mais aussi
de PBMC activés. Par ailleurs, des DC naives isolées a partir de sang humain ont également
été décrites comme ayant un potentiel cytotoxique. En effet, Fanger et a/ ont mis en évidence
que des DC CDI11c+ my¢loides stimulées avec de I’IFN-y pouvaient induire la lyse de lignées
tumorales de carcinome ovarien et de mélanome (Fanger ef al., 1999). A I'inverse, des pré-
DC IL-3Rao+, qui correspondent aux pDC, stimulées dans les mémes conditions, n’exercaient
pas d’activité cytotoxique envers les mémes lignées tumorales. La stimulation avec 'IFN
semblait étre la seule efficace car le CD40L, le GM-CSF et le LPS n’ont pu induire de
potentiel antitumoral chez les DC my¢loides. La molécule TRAIL serait impliquée dans cette
activité cytotoxique. D’autres études ont mis en évidence que des DC humaines pouvaient
devenir cytotoxiques apres une stimulation avec de I’IFN (Fanger et al., 1999; Santini ef al.,

2000; Vidalain et al., 2001) ou apreés une infection (Vidalain et al., 2000; Vidalain et al.,
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2001). Ces différentes stimulation ont pour conséquence une augmentation de 1’expression de
TRAIL a la surface des DC qui sont alors capables d’induire la lyse de cellules tumorales la
plupart du temps. Seules de rares cellules normales sensibles a la lyse par la DC ont été
décrites. Janjic et al ont montré que des cellules endothéliales normales en cours de
prolifération pouvaient étre tuées par des DC dérivées des monocytes (Janjic et al., 2002).

Cette nécessité de stimulation pour les DC retrouvées in vivo n’est pas vraie en ce qui
concerne les DC générées in vitro a partir de monocytes. En effet, plusieurs études ont montré
que des MoDC pouvaient induire la lyse de cellules tumorales sans aucune activation (Hubert
et al., 2001; Vanderheyde et al., 2001; Joo et al., 2002; Lu et al., 2002). A l’inverse, la
stimulation des MoDC avec du LPS, de I’'IFN ou le virus de la rougeole permet d’augmenter
les capacités cytostatiques des DC envers de nombreuses lignées tumorales mais également
des lymphocytes T (Fugier-Vivier et al., 1997; Chapoval ef al., 2000). Cette inhibition de la
prolifération cellulaire semble étre partiellement due au TNF-a.. Certaines études ont toutefois
montré que des MoDC activées pouvaient exercer une activité cytotoxique. L’apparition du
phénotype cytotoxique dépend cependant du signal d’activation. Ainsi, le CD40L semble
diminuer (Janjic et al., 2002; Lu et al., 2002) ou induire le revirement de la capacité
tumoricide des MoDC (Vidalain ef al., 2001). Enfin, Liu ef a/ ont observé que des DC CD34
générées in vitro étaient capables d’induire I’apoptose de cellules HL60 et Reh suite a une

stimulation avec de I'IFN-f3 (Liu ef al., 2001).

4.2.1.2.Description des différents mécanismes empruntés
De nombreuses sous-populations de DC tueuses ont été décrites récemment prouvant qu’il n’y

a pas un type de DC qui posséde des propriétés cytotoxiques antitumorales mais plusieurs. Il
en est de méme en ce qui concerne le mécanisme de cytotoxicité. La molécule TRAIL a
souvent été décrite comme pouvant jouer un role dans ’activité tumoricide de DC stimulées
par de I'lFN-o (Fanger et al., 1999; Santini et al., 2000), de I'IFN- (Liu et al., 2001;
Vidalain et al., 2001), de I’'IFN-y (Fanger et al., 1999) , une incubation avec des dsRNA ou
apres une infection avec le virus de la rougeole (Vidalain et al., 2001), le virus influenza
(Vidalain et al., 2000) ou le cytomégalovirus (Raftery et al., 2001). Par ailleurs, le TNF-o
semble également étre impliqué dans la lyse par les DC mais plus souvent avec la coopération
d’autres récepteurs de mort comme la lymphotoxine-ot 132, Fas-L et TRAIL (Lu ef al., 2002).
Le mécanisme de cytotoxicité n’a cependant pas toujours été décrit ou été totalement €lucidé

(Hubert et al., 2001; Vanderheyde et al., 2001).
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4.2.2. Chez la souris
Quelques études ont également rapporté le potentiel cytotoxique de DC chez la souris. Ainsi,

Suss et Shortman ont observé que des DC CD8a+ myéloides pouvaient induire 1’apoptose de
cellules T CD4 allogéniques (Suss et al., 1996). Cette lyse cellulaire impliquait la molécule
Fas. Toutefois, ces résultats n’ont pas été reproduits. De plus, il a été¢ mis en évidence que des
DC générées a partir de la moelle osseuse en présence de GM-CSF et d’IL-4 pouvaient
induire une fragmentation d’ADN dans des cellules Jurkat (Lu et al., 1997). Toutefois, les
auteurs n’ont pu observer qu’une faible fragmentation de I’ADN de cellules T allogéniques.
Fas-L semble étre impliqué dans I’induction d’apoptose de cellules T allogéniques (Suss et
al., 1996; Lu et al., 1997). L’interaction entre la DC et la cellule cible semble par ailleurs
essentielle puisque le blocage des molécules de costimulation augmente la lyse par les DC
(Lu et al, 1997). En outre, la molécule TRAIL pourrait jouer un role dans la mort
d’hybridomes T spécifiques de ’OVA induite par des BMDC activées au LPS (Yu ef al.,
2002).

4.2.3. Chezle rat
4.2.3.1.La cytotoxicité chez le rat

I1 a ét¢ montré que des DC spléniques pouvaient exercer une activité cytotoxique envers la
lignée YAC-1, sensible aux cellules NK (Josien et al., 1997). Ces DC étaient purifiées a
partir de cellules spléniques incubées une nuit. Les DC obtenues possédaient toutes les
caractéristiques de DC et présentaient a leur surface le marqueur NKR-P1A, spécifique des
cellules NK. Par la suite, une activité tumoricide a été observée sur des DC fraiches issues de
la rate par opposition aux DC extraites des ganglions et du thymus (Trinite et al., 2000). Le
phénotype de ces DC a été déterming, il s’agit des cellules CMH 11" SIRPq-, 0X62™",
CD4-.

4.2.3.2.Caractéristiques du mécanisme cytotoxique
Les DC spléniques de rat cultivées induisaient la mort de leurs cibles par un mécanisme

Ca2+-dépendant (Josien et al, 1997) suggérant I’implication de la perforine et des
granzymes. A Dl’inverse, les DC immatures utilisent quant a elles une voie d’apoptose
indépendante du Ca2+ (Trinite et al., 2000). Ces résultats suggeérent deux mécanismes de mort
différents entre les deux types de DC tueuses. En outre, le mécanisme de cytotoxicité reste
inconnu, mais il semble qu’il n’emprunte pas les voies classiques de mort par Fas/Fas-L,

TRAIL/TRAIL-R et TNF-o/TNF-R.
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Objectifs de I’étude

Les DC jouent un role essentiel dans le développement des réponses immunitaires contre
entre autres les virus ou les cellules tumorales. Elles interviennent également dans les
mécanismes de tolérance en éduquant les LT grace a la présentation d’antigénes du soi. La
présentation d’antigénes de maniere spécifique par les DC représente 1’étape clé d’une
défense efficace contre des agents pathogeénes tout en épargnant les cellules du soi. La capture
des antigénes par les DC se fait apres lyse des cellules ou des pathogénes par les premiers
effecteurs de I’immunité.

Notre équipe a décrit pour la premicre fois des DC exercant des fonctions effectrices directes
cytotoxiques de type NK envers plusieurs lignées cellulaires. En effet, des DC de rat cultivées
une nuit étaient capables d’induire la lyse de fagon Ca2+-dépendante de lignées tumorales
(Josien et al., 1997). Puis, plus récemment, notre équipe a identifi¢ cette population de DC, de
phénotype CD4™ CD103" (DC CD4), dans les organes lymphoides. En méme temps, une
deuxiéme population de DC de phénotype CD4" CD103" (DC CD4") a été isolée (Trinite et
al., 2000). Ces DC cytotoxiques contrairement aux DC initialement décrites sont immatures et
induisent la lyse de leurs cibles de maniére indépendante des caspases. Les cellules tumorales
subissent une mort indépendante des récepteurs de mort classiques tels que TRAIL, TNF-o, et
Fas.

Les objectifs de cette étude ont été tout d’abord de caractériser le mécanisme de cytotoxicité
employé par les DC CD4- de rat. La caractérisation du mécanisme passe par 1’exploration des
différentes voies d’apoptose impliquant les caspases et la mitochondrie. Nous avons montré
que les DC déclenchaient chez leurs victimes une mort de type apoptose originale puisque ne
faisant pas intervenir les caspases. Par ailleurs, la principale fonction des DC étant la capture
et la présentation d’antigenes aux LT, nous avons voulu savoir si les DC cytotoxiques étaient
capables d’ingérer les cellules tumorales qu’elles ont tuées. Nous avons démontré qu’il
existait une relation entre I’activité cytotoxique des DC et la phagocytose de leurs cibles. En
effet, cette phagocytose est spécifique et restreinte aux DC cytotoxiques.

Nous avons par la suite développé des outils dans le but d’identifier les molécules mises en
jeu dans cette activité antitumorale. Pour cela, nous avons généré des anticorps monoclonaux
capables d’inhiber la lyse induite par les DC CD4-. Les molécules reconnues par ces anticorps
ont donc un role dans la fonction effectrice antitumorale des DC. Ensuite, nous avons réalisé

des puces a ADN afin d’identifier des genes différentiellement exprimés dans les DC
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cytotoxiques par rapport aux autres DC. Enfin, nous avons cherché a affiner le phénotype des
DC cytotoxiques dans le but d’observer une disparité dans les fonctions des différentes sous-
populations de DC CD4-.

Enfin, nous avons voulu démontrer si cette capacité¢ des DC a éliminer et a phagocyter des
cellules tumorales pouvait leur servir a présenter par la suite des antigénes tumoraux. Pour
cela, nous avons vacciné des animaux porteurs d’un ostéosarcome avec des DC cytotoxiques
ayant tu¢ et phagocyté des cellules issues de cette tumeur. Un retard de la progression
tumorale suggérerait une présentation des antigénes d’ostéosarcome aux CTL et donc une

participation de 1’activité cytotoxique des DC a I’immunité adaptative.
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Partie 1. Etude du mécanisme de cytotoxicité

Article 1:
Immature CD4-CD103+ rat dendritic cells induce rapid caspase-

independent apoptosis-like cell death in various tumor and nontumor cells

and phagocytose their victims

Benjamin Trinité*, Camille Chauvin*, Héléne Péche, Cécile Voisine, Michéle Heslan

and Régis Josien

(* les deux auteurs ont contribués de maniere €gale a ce travail)

Publié dans The Journal of Immunology, 2005, 175 : 2408-2417.
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1.1.Résumé de D’article 1

Nous avons montré précédemment I’existence d’une sous-population de DC spléniques, CMH
11 CD4- CD103+, présentant une activité cytotoxique, indépendante du Ca2+, de Fas-L, de
TRAIL et du TNF-q, contre certaines cibles cellulaires in vitro. Cette population de DC a
également été¢ mise en évidence dans les ganglions lymphatiques. L’activité cytotoxique de
ces DC a été testée contre un panel de lignées tumorales. Plusieurs lignées hématopoiétiques,
incluant des lymphocytes T, et non hématopoiétiques, provenant du rat, de la souris et de
I’homme sont tuées par les DC CD4-. L’activité cytotoxique des DC nécessite un contact
cellulaire et une synthése protéique de novo. La mort des cellules semble étre apoptotique car
elle est accompagnée d’une exposition extracellulaire précoce des phosphatidylsérines et
d’une fragmentation nucléaire. Cependant, la signalisation mise en jeu est indépendante de
I’activité des caspases, ainsi que de FADD et de RIP. De plus, la surexpression de Bcl-2 dans
les cibles ne les protége pas de la mort induite par les DC. La mort des cellules cibles est
accompagnée d’une phagocytose rapide, efficace et spécifique par les DC CD4-. Ces
différents résultats montrent que les DC CMH II' CD4- CD103+ présentent une activité
cytotoxique originale et peuvent utiliser cette fonction pour collecter les antigénes provenant

de cellules vivantes.
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The Xourmal of Drnmuisskgy

Immature CD4~CD103™ Rat Dendritic Cells Induce Rapid
Caspase-Independent Apoptosis-Like Cell Death in Various
Tumor and Nontumor Cells and Phagocytose Their Victims'

Benjamin Trinité,” Camille Chauvin,® Hiline Péche. Cévile Voisine,” Michéle Heslan, and
Régis Josien”
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cells dlid nod profect them pgainst DC-mediated cell death, Immatore OB DO phagoeytosed efficiently apopiotic ecllks in vilro
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Thee Joumal ol Doy

study, imtimbated emocyie-derived C ealnhited s palent
cytostalic aclivily dowand several tmmor eells (13, Tweres-
Ingly, althonzh several proups have demonstrnted o role for
THALIL tn the kil ng sceiviy of buman DO, oiher mokecnles are
nise thosght 16 be impliented. However, the precise makecular
mechanian of human DC-medinted Klling also needs o he
elar fled.

In v, e robe of cvtoteads DC bas oot vet been elucidated.
Copceprually, killer DC could play a @nevt efeclor role i wimos
e responses as well as anindirec! role by initiating adapdi ve
fmmmme resporses o fumor Ags, In conirass, kitler DO coald play
arokein T eell inlesance as DC wene found to efficaoily kil tmos
T cebls inovitre. However, an daporient step b elscidass the 10 v
robe of cytotoxic D is to detemmine their mechanism of killing and
the Bate of et cells foflowiog Killnsg, I this study, we oot
Uit wd splenic C04 7 DC inchiced rapac cell ceatl in i burgs i
ber of bath hemoposede and penhemopodetic fumor cell lines @
wiall as poomal endotbelial cells. Tarpet cefl death exiumied apop-
toais-like Features bol was cospase independent. Monsover, unlike
Tor bumen mimocyie-denved DO, Bel-2 ovenexpression in mngel
cells did nof protect them from rat (08 DC-enduced cell death
Kilied tanget oells. were saphdly sl specifically phagooytosed by
CDa~ T

Materials and Methods

Andmiis

Bpragee Dawley and Lewis miz were shinined from ibe Certe J Elevagpe
lapwmts anl woig il @2 G-10whk ol age

Heagenix

Cycholradimde. brebeldin A pelanvsinic-polyvyleivle acid [Poly (LC,
PEH-24, md 3.3 dicciadecyloxacarbooyaning perchlombe (£800, ) wen
pumtassl froen Sigem- Aldnch . vad Fisle was frome RED Syaeme Cof
Ingenga 1) was pachieed faim Boehitges Midaheng il anbekin V-
bictin was fom Immesciech Beckman Coalter. TO-PRO-1 and CFSE
waore porhased from Molecular Probes. LIPS was pumkaged from Invivo
Cien and Cplai0e feom Sigea-Genosys, Solubie CD0L s kandly pro
viddisl b Foal, W, Ched (Depadment of Pallmlogy and Labsaatory Medi-
cing, Ulmiversily of Pennexivamia Schoul of Medivine, Philadelpltin, PA)

Andihodies

“The Following mAbs wene pucbased from B Blosclences: OX0-allophy-
cozyanan-CyT aad OX6-PE jann-MIEC cluss [, WYIRPITC (et Oy,
at-2F-FIIT (ai-Clk), asd FIFC-3HS (omei-CUS0 Purifted (00,
OXG2, and W35 mAb and bintoylmed ONXGL wene pregased i= our fab
noatary from hybhdoma sopemaasss. AkeaaBoor flieconjugaled ame
s Al wita puizbased from Molecalar Prsbes,

Cell Iines

The AR, BIN, O, C8 0 and 21549 cell lses wene kindly provided Iw
D, M. Jiréguive (Inséitul Nolional dv 1n Saaté et de In Rechosche Médicade
Uinité 601, Manies, Francei. The EL-4, N1, MT450 C58, and MOFT cell
lirezs were kintly providedd by Tr J. Le Fenida (Institu Maonal de la Sasid
il e L Bechem b Medicade Unitd 6iF), Juden, LS9, and PEC call lnes
ware krndly provided by Or. L Anegos | fstitet Natcmal de b Sanié el da
In Hechesche Médizale Linbd &05, Mantes, Franceh The YAL L A20,
PEIS, K562, BP0, Facy wnd BRL cell Bies were obtdwed from the B
rapean Collection of Cell Cultunes. The DRRCEA. FLES, and RO call liacs
were povided by Do B Rédini (MNaotes Undvenity Medical School,
Mumes, Frasce), Sighle LS1YHY tmnsfectand cells for Fesl. and <coniral
LSL7EY cells (7) wen Kadly prosaded by T H, Yagia (Fuiileide Uar-
versity Schonl of Medicive. Tolyo, Japani. Fas-mmncized death domais
IFALEY dedicien (14) and caspase 8 deficient | 15) Fudoy cell |.I.D?G R
poovited By By 2 fHenis (Hacsad Medics) Szhool, Bodton, MAL Reesp-
tordntericling prolein B -defivion! Jerkal cells {165 wesn prarvided by
D B Seed (Massachueetis Gegend Hosparal. Bosien, MAL Stable Y AC-1
1T aad Jedol imeabeciaile for Bel 2 wene Hidle grevided by T 1
Trapand (MeeCallum Cancer Institae, Victoria, Ansraled), RNETG celle
were provided by De. M. Nakamor (Universty of Califfomi, San Fos
wiscn, CA). Cell bnes were cultemed 1 comspeoe RPMI

palLe

Cell preparatiom

Hor DT Lymnpisedd orgims (spleens and v mph nodes (LM} wene chogpaed
it =maidl pieces and digested in 2 mziml collgenase | Hoehnsger Mana -
heinzi in BPRAT 160 1% FOS for 50 nos o 3790, EDTA o 10 mbd was
el Ton vhe lmd 3 tean, and Ui el suapission was ihen jpetial gp and
dorwn several Gmes aml fliered, Cells wen washed once in PHS2 mM
EOTAMNSE FCA and ke deasity cofls were ebinined after cearrifsgation on
i1 5% Mpendes gradicil as previoudly dewdled (61 Cell wese washed
twive aod then incubaied with & sstirbing concenimtion of bictinylatod
OXAZ meb ae 4°C for 20 min, washed rwice, and thes mixed wiih sinepin
widae mmernobends frflow isg the masudacrurer's msirmouces (Milieog B
ek Abemitivedy, DC wem shted wih dretly OX62-conjugmed
cmbeats (Mhenyi Bictec) with simmilar mesks. Poativo soloctinn waz
pedommed on o Minib{ace type colomn or Amomucs (Miltenys Bimec)
The padty was rnmely =W, Fro CP7 T sobeel parifcstion, o {14
dopletion wies pofonioed befure OXG63 posive soleciions. Low deasily
cells wene stained wrh W25 mAb 2t 4°C for [0 nme. Cedls wen: washed
twice aml dhen sostared with anid-mouse IgGoconjogaied Trenabeads
11rengd)

Hrimpy amonncpieaderived I, FEMC (rom beakhy sodimleens wons
collected by ira wf blond pver o Ficoll pradient (Eurckio). Moac
oyies wene punfied wah COconjugned MACS micmbeads (Mitiemn
Eindecy and cultuged Tor 7 diyvs 1 congdee KFML v the presence of human
GMACEE @ 1000 Liiml L eukamax; Movaniz) and human 104 o (000
[l (RAT Swtema).

Flow cwemetry and coll sorting

Feer phenmiyping of s and maase DO, 5 %0 W cells wene labeled
with o A e - Wl plates, wasked, and anslvisd na g FACSCaliber (HEY
Hinsciences]. For vell sorhay of CDM and COH ™ MHC 0 mbests of

o L D, OK62" calls were incebated with GX6-PE (CMH L) and W
JRFTTC CT conjugated mbbe and soded sy & FACSVasmge (00
Riceainis).

Plicirin Wansii

Fliw sviemrdry, . Targel colls woe slaimed with CFSE for 2 fiba al moim
lemperature and ceatrifuged throngh a Fecodl gradiest to mamove deal oslls
After thime wiskes in PES, tirgel cells were caliused wiih CTM ™ TC far
4 . Cells were then hirvesiod and D wem satmed witly OXo- uﬂwi‘o-u}-
cumin-Cy7 mAb avd mialyred on 1 FACE Ana (HD Biescbenoss). Data
were amalvaed with Flowlo verson 6 software (Tree Stary To induce ap
npiosts iV AC-1 celis, celts were fina Iabeled wll CFSE and thea cul-
tared for 24 b i e abwesce of FCS Coatrol ststmig wilth assean Y
indicaied that U0 of the celle were posstive bat ehill axchnded DAPL
jdata mot shown)

Confiocal microreopy.  Tarpet cells wese staswal with EROC, ¢ (10 jupial )
and cakud with CDA™ DA ford b Celis wese harveatsd and incibated b
akcvam blwe-imaled covemlips in serumn-feee RPM1 1640 medimm a 3770
tre enalbvs thelr adbemeacs to the coversbips. Cells wene then fxed with 4%
pamfoemaldehyde and saseed with OXd imAb followed b Adexn $33-
canjngmed uri-mouse Ab. Covenslips wen mosated on slides with Fro-
Loog AntilFads kit (Molecolar Probes) asd doed ab 4°C cvemighe. The
Faomeence wis ohasred by confocal misrmeapy (LEICA TCH 5P1).
The images were ingated min Adobe Poosnsbog 67, peendn-colnred, and,
in eomne ceses, ovedapped in prodice merged inmpes

Apepitosin

Ammerin V binalimg. Target cofls were incobated with Di0C 010 pzieds
for | lat 3790 After thres waches, cells were cubtursl with COW - DC for
A lvsk 3700 and ihes aaned wih OXA- 1% mAb, annexés ¥ -hingin Tol ke
by Bdneptaniidin TRICOLOR (sl TR0, 3" CMILIE tanget cells wine
assgsped for anpemin W bindisg wsing a FACS atibor

Nuctear frrpeeniation. Tapet tells were dmped with the FEH-28
marker amd calinrod with CT 7 030 for 4 b AR colls wene iabaiel on
akevam blug-treated covendips as previoesly descnibed, fued wrihd% pane
tarmalidelvde and acibared wirh T0RRRO-1 dye atter permeabili zacing
wiilh svpomin. Shdes wien aoalvised by cenfoead jmerussopy e desnbod
o,

CRIOTICIEY GERTNS

The e ytutosi: ativily of D5 populitions wis d in & slzndend 5h
"Cy-pebease assxy. Nredly, ranpet cells weee laheled with sodsum **Cr for
45 min & 3V°C {6 comnples nediian. Sevtil Jdinsois ol effectur cells in
complete medinm wene mivel wih 200 et cells in idplicsts in V-
bolbom S6-well plates. centrifuged For 3 min a LS00 = g, apd incubated for
fi hom 370, %% 00, The smpemannis wese hareested and “'0r celesse

89



Reésultats-Partie [

10

Wi determine d (Fackied Tastraments) naing standayd scintillnion prog-
dures. Egeciiic releas was caloalaled 2 100 = [sxperomemal release —
spontanecus relsase ) imazimum Tkas - spontansotr releass) Remltr
e axpremed ag mean £ 50 af triplicas wella.

Oytoking produchion

Furifled O04 7 dnd Q04 Y DO wers alXimed ovecnight Wit 2000 tarpst
cellr [ratic 25:1) in nomplsts BFMT in Tbottom #8.well plates, Superna
tania wers oodlecled and stored at = 207C antil analysia, The etvels of TL-10
and THF-x in the mpernaiams wers neasred naing BLISA kit (CpiELA
il B B ek o] acconding 1o the mkoafad irse 'S indtriciions. Kal I
L2pa0 wr detscbed uring ELESA kit from Bioasonros Inbersational accord-
o bo the mamafactorers metmadions .

Sranziical ana

Sratistion] amatyzis was performed iming the Srodend ¢ test

Rezulis

The CO4™MET I pibpet of COIGE™ DT found i e spizen
and LIV exhobity g aeitirol oydotoxic activiy

D were isolsted oo spleens and LY by pogitive selection ising
the OX62 mAb that recognizes the rat wg, integrin chain, aleo
knowwn a2 CDI035 (18) Based on expression levels of MHC ches
M and OO molecules, we wese able to defime o sbsets of
COHO3 "MHC T™* DC (hevely veferred 1o & C04 % and COM™
DO} e the spleen (Fie LAY and thiee (CD4TMHC 117
COd MHC I, and C04 " MHC T} i the LN (Fig. L4}
(Th The CDd* DC alo srongly expresesd CD5, CDO0, ad
U7 2, it mod CO200, whereas C04~ DT wers negative for
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FICURE 1. 2D47C0107Y OO from the splesn and LN exhibit a oo
o ecvity, Spleen and LN OXE2T DO were parilled using magnstic
beads fodlowing selection of low-density cells. A, Cells wers stained with
FITC 2mti LA and PE ants MHC T mAbe dod analyzed tming a oyplafin.
crcmetar, 1s He spkosn and LM, tao arbadte of MECY DO wwre et
Aed, ote COM° and ope CD4*, In the LM, a lage msbeet of BHOW®
O was alps {dentified. & Calla in gams ®1 [MHL‘“’E:H‘] and K2
(MHC™C0HA * ) wers soried from bith aplees and LN DO imd testsd lot
thelr capadity to induce cell death in AL eells ina $h ' Croptleams
mmy at a BT eell ratio of 50:1. Similar resbr were chtamed 10 foor and
tros indapiradant gxpulr..-m [ .?r.-lr\-an ad LN DC, ri,lu|pn-:|'\mlg,I

MECHANISMS OF RAT CD4 ™ DE-INDUCED CELL DEATH

COE, CD80, and CON72a bat expressed high levels of CO200
(19} Both subscts expressed high kevels of CDILL, These oppos-
g phenctypes were abo found for CDd*MHEC I and
COM MHC 0™ DC from LN idata not shown ), suggesting they
represeni dhe same mbsens 35 spleen COMTMHC [ and
CO4-MHC 0™ D, We previously reported i spleen bt not
LM [ exhibat a strong cytodoie activity against YAC-1 cells in
ity sigpesting that this musal Gnction of DO wes restricted o
2 specialized subset {71, As we previoasly dhowed (7, tle cyio
toxicky of spleen DT i indeed restricted o the CDM ™ mibeet of
DC {Fie. 14} To determine whether the CD4 " MHC 0% DC
found i LN also exhibied a cytotogic activity, we sonted bath
CO4* and OO MHEC 7 DC subsets fram total COL03* LN
D Similar o spleen DC, TN CD4 "MHC 1™ DC bt not
COaTMHC T D shiowed 8 poleal cybonse 3ctivity agamet
YACL cells (Fig. 15, A very rawe subset of CD4-MBAC
M=*CO1Ib*CO03* cells was abo identified in the blood; how-
ever, these cells conkl noy be Fq,lﬁﬁﬂ;'l m sufficient mumbers 15
periom @ cyloiogic mssay,

Broad tumorgcidal actiwty of rplesn CDd IO

Thee eytobesic activity of mmanhee C04 7 spleen DC was screened
againat @ panel of tumoral and noatumoral target cells (Table T
Spleen DM D killed a large panel of mamformed or nmmonal
cell lines (Table 1) Akhough most of the nommal cells tested (T
celle, hepatoeytés, 1ol soma endothelial celle) were not killed by
D, HUWEC: appeared oo be seneitive indicating that the kKilling
ativity of CD4™ D is pod strictly restrictesd o nendr cells Thic
eytolytic setivity was not speches specifie becanse spleen CDA~
D were able to Kl rae (eg, ASR4 ), murine (g, YAC-1), and
Tmmian (e g, Jurkat) cells md, moreever, DC-mediated killing was
obagrved againa both bemopoiets (e, YAC-1, hukar, SP2A
i nonhemopoietic cell mes Ge.p, ASS4, RING (Table I Al-
though mumerms ymphoid -derived cell limes e, YAC-1. Ikst,
SP2, MEL LYS178) sppeared 10 be semsitive to DC-mediaved
cell deatl the murkme thymoma EL- and the rar thiymoma C38
were resistant. Moreover, both vime-mduced mimor cells, such a:
TAC], mid elembcal-mduced naner cells, such ag LY 3178, were
Rilledd by CDA~ D

Doww repulaton af the cyfetans activity of (g ¥ ."-'I.'upr:ln
mahfatan

T destermn e whetler e Eilling activiy of CDd ™ spleen DC was
madified by their maturation stete, we meaamed the cytoioxic oe-
tivity of CE4 ™ DE before and after ovemight cultune 10 the pres-
ence o in the abeence of the TLR-Ngands poly 1T, LPS, CpGlong
or goluble CD40L. A shown m Fig, 24, feshly extracted CD4 ™
[ exhibited an immature phenotype whereas TLR or COHOL-
stimulated cells exlibited a manse phenotype 38 evhidenced by the
up-regulation of COE0, CD8S, and MHC claze T molecules. DT
culiured in the absence of TLE ligand ap-reguloted MHAC closs 11
st et OO and CDA6 malecules and exhibied poor survival
119} Whatever the mabaration stamihis wsed, the cytoimde sctivity
of matare C04 ™ D wae 5-fold kower 35 compared with the killing
activity of fresh and Enmatune CDE™ DO (Fig. 28 Moreover, the
low coyroioeicity obaerved with mature CTM ™ DC was inhibited by
EGTA whereas fresh DC used 3 Ca' " -independent mechaniam
g pesting diat fresh DO and roataee. D ose different mechai simns.
Fimally, dee addition of a TLE lignd durine the 3-h cyiotoeic
ansny wilh fresh D did not meodify ther Kallmg activity idata not
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Table |, Thwwer cal? dues ol seormal cells testad and sensiiiicy fo nof O M C TP It tilling

11

Cells pecien Historype 04 MO Mediied Killing®
Twmor cells
by ] LE TP el nma b4
AdE Rat Pamcmaln mlenisasinnm +++
FLE Eat Fitrnlipos znmma Gh il
Y AC-1 Mniez T el temphoma +++
Turkit Huinan A T cell lenkeriia 4
LSI7RY Mnuge T call lvmgphoma ++
DERGA Rui et s o -
Rim Rai Inaubinnma ++
Spd e Do Myl oma 4
K562 Hieman Chromiz meelngenons lenkarmm *
T 450 Rat Mamunary odenocascinuma
L Rt Mammnany adenicann +
AISAS Eal Clsma
fpvall Mz Reticalnm call samoma; B fvmphoyne -
ERL Rai Hepasocasinue
Cid Eal T el Wingleing =
LI21 Moz Lymphuid beakermia
Co Kot Glsoma -
ElL4 Muouse T 2l vmghema
Fan feat Hepagocsannmi -
RO Teat Ol epmmoma
SMOFY Haman Mammary adenicas mnma -
PEIS i Plndiospiosien
Mogrnal cells
HUVEC Hemmn Primary mmbilical vein emleiiebal cells L
T eells Rat Lyroph made -
RABC Enl Primary aostic endotbulial colls
Hepatncyivs ot Liver

S e mwreed m o b U Crmlnase sy ot o BT el moof 5008 —, <% of wperihc s =, 5008+ 4, M-S rob e 080G 4 4 or, o6, Bach orld b

wi testad Bl et hiRe Ralefendeat ol

show) ingSonting thal it down-regulition daing muinmhon i
rather a bate cvenl

COd™ Dfmedfated cavtod iy réguires cell-tecell condae) and
protein s

To analyze the mechamsm of D -mediased kilhng we flra songht
b determine whether the Killing rﬂquirel:l ceflboecel] consacl or
Involved o solnble molecnle. In pre hminary expenments we could
b4 observe any cytoloode sctivity lu the supornatant of cubuned
U4 T or of Dd-tarped cell coculture (T We then performed
eyiotomicity assnys in which spleen CD4 ™ D, alose or cocufnred
willy unlabeled YACD cells were separaled from chromione-li-
beled ¥ AC-1 trgat cells by a semipemmenble membrane (Fig. 345
In these conditons, chreminm-laheled mrget cells in ihe wpper
comipurimetd were mol killed, indicating st DC-pse@aled killing
required iotitmane eello-eld comuet similar o whal was observed
widil & mal NE cell boe (RNK 161 (Fg 34)

Alihengh "0t relase fom tarper cells siaried ar T hoand
reactied o plotean at 6 b with freshly eximcted CD4~ DC ddatn nal
shown), sobstantial evels of *'Cr relense conld he chserved a1 21
provided Tt DO were cultared For 3 T belore fhe evlolanic dssay
1Fig A8, seppesting dbel DC poed 1o syuthesize o potative killer
factor duging the first 3 b of ibe ssaay, To sl this bypotbwests, DO
were caliored for 3 hin the presence of cycloheximmde o brefeklm
A, exfensively woshed, and wssd in o 2-h cytoroxic assay, Cyclo-
bexarnide amd breteldn A mcetesssd CDAd™ DO death by 40 and
b (means of ihree independent experiments), respectively. Afier
3 b of culture, e expression of MHC class 1 molecule but not
CTRG and COS6 wos slightly ap-regulated oo D and ks spe-
regulation wos inhdbited a0 (e sase extent by ysloheximise o
lrefebdin A (datn not shown). Deeprie these very simi lar effeces of
evclobemimide and biefeldin A on DO sorvival 2nd msdinmbon

thoriieg flris 3 h colizre e, we chasted Mt the ey iooxe selivity
of ThC was srongly inhilbiied by eyclohexindde bot pot brefeldin A
(Fre: 38 Taken wogeiber, Usese sedslls dugeest thal i eylowsic
activity required the de povo synibesia of o palative kifler mem-
hrane proein and that the kalling of target celis by P s likely to
b garpriel omce this fokecole 5 cxpressed at thely sarface.

CIMT D Induce apoprosis-Uee cefl death in sensitivg tage!
vella

We then sought o characienze whether Ol DU-mediaded cell
deatd involved e ueoras or apoplosis of irgel cells Fist, we
commpared the *40r-release nesay with the Just Another Method sest
that is teaught o measer apopiosis rather than pecrosds, and we
ohserved sinilir Kietcs shd lewils ol specific cytdocicity {(dsia
s sleownd, Secosl, we fownd ot T4 DAC indweed exposured of
phiosphiatidyserine al the sorface of =305 of farger cells as ewi-
deniced by annexin ¥ binding (Fig 44 Tihind we exanined -
clear morphology in target cells folkpwing exposure o CT4 - DO
Apoposs 18 charnetedzed by chromatn condensation and. then
frapmentation kaing o Gie formaion of apoploic bides, a3
shownin Fig 48, (T4 DOdndeced cell deatd in Jurkal cells was
aasoclaled with rapid chromatn condesation and fagmentation
mimakyr o that observed donng clasical ApaTpdies sich thai in-
dogesd in Jurkar cells by Fas wigpeniog. Although omlby 109% of
vismbde Jurkat colls exlebined @ Fagrmesed mociens wien colored
with CES™ DO, sugh cells wene noe obsenved in comimt sfides with
Turkat cefigred alone for 5 b (daka not shownk, As described Infer,
s dizcrepancy i probebly due o e rapid phigooviosis of Killed
larget wells by CDM DO (we. Fg, 7). Therefione, we coneladed
that killer B indnced apoproats-Hke cell death in sonsitive warget
oells,
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mabratich #ate oo Killng sciviey, A The
LR, and C0EL (bold liee) molsolee was
(Bah call) of aNer ove calegs in T
shwne (mone] ar inthe pressnoe of Poly [10 {25 ugml), solghle CTA0L,
5 pgrmlh or CpG 2008 (10 ukd) W reprazet: the
rol mabsmnisg 8, The dx 8 we far thedr oY
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Roalyeed on GO~ DO Bl

1

FADD

and RIF

ef-2 pveveipromion

B

independent and 1r pot mhihired ty B
Tix determime the role of caspases n CD47 D -meediated spopo-
gla, we performed cytoiese asays n the presence of the pan-
cusjase mhibitor oval Fmilc As shown m Fig. 54, Dot Fmk odid
et mhibit CO4 ™ DC-imduced YAC-1 apoptosis. We confinmed
that COd D60 -mduced cell death o Jorkst, ASB4, and Spl0) was

als caspase independent (data not shownl In control exper mentr,

A

1] L. 1K1

Couris

40

FIGURE 4. CD47 97 indace apopioa- |- ol geatn
CL4™ LT b an ET ravie of 3571 fir 51 a8 370 (ol heanog
annezin WV followed by Stregtavidin TRICCLOR and anehyzed by
eellr, B, FEH-28 Jsbeled hrkat cells alons o mized Wit

Jurkat
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FIGURE 3, The cytotonic activity af DL
theals of a membrane protele A, & Thinewel! oyeotax lolty
formed -in 24
177 WA cedle

D mgrifes dn nove svn-

a4 e

T
e esing unlobeled (TAC-1) or "'Cr-L =
4~ D or RNE

16 at a ratio of 25:1,
0 il deahy ¢
= independent sxpari
30 in Hw prosno of o

il

* wamm enltoy
wefabdin & (10 p@mi), o the dl ke sk, exte nabs by
wdatwl, and then wmd m oo 3-hocytelakis sy o a riio of 131, Higs
FFams represent the mean + £

Ir af three indspend=nl sxperoments

waer found that ret MNE-mediated killing of YAC-1 cells and Pw-
nesfiated Killing of A2 cells was, respectively, partially and 1o

tally imhibited by Z-vad Fmk at the same concentration (Fig. 5S4
This mdbcates thar YAC-1 cells can undereo 3 caspase -dependent
cell centh. Previously, we showesd thar DC-mdisced cell desth can

ot be imhibited by Facl-Fas, TRAIL-TEAIL-E, or TNF-TNF-R
meraction blocking reagents (70 As Fal, TRAIL, and TNF in

dusce apoptosts maindy through the recrunment of FADD awd
caspase § m target cefls (200, we analyzed whether these two mal

ecatles were required for COM ° DC-induced apopensie. As shosm
i Fig. 38, casmpase § deficien Jurkat oells wene kilkexd as eficimiy
m wild-type Trkst cells, Similardy, we found that FADD was not
reqquised for D4~ DC-induced apopeosis {Fig. 64) Therefore, the
mechanizm of Kilfing induced by these DC ivvolved o FADC and
cupaee-independent apopoeie-like cell desh. Fecemtly, Pal,
TRAIL, and THNF were shovwn to idoce cell death imdependsmtiby
of cappase &, by a mechanizm involving the recruitment of the RIF
1) However, we founnd thiat BEP-geficient Torkat cells wene killed
by C0W™ DT even n the presence of Z-vad Fmk (Fig. 65}, this

TO-PRO-1

Jurkat Jurkal +
+DC L5178Y-FaslL
A, It collz wers Iabeld with FEH-26 apd then mixsd with spleen
1 higtogram) were e pad witly FITC MBEC IT mASb and batin

low optomeiry. The blzding of annezin ¥ waz anabyzed oz galed MBEC O~ PEHIE
A " MHC I Tl or LSITEY-FasL tranafectants |
Do lle wate Fwen attgcbed 10 coverslips, fed and labsled with TOPRC-1 and an

tha 25:1] were cultieed for 5 hat 370

d T oo fow .
md Ty confocal maer
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FIGUEE 5. CD4™ DO-indoned apopiosis 2 ciop s [tdependent 4, &
cyickogicity. assxy war performed with CO4~ D2 and TAC-1 cells
BENK 16 ot TAC-1 celin, or L5178 -Fasl and A0 cells fratio 50:1) tn the
shaenm of bn fw pressnos of the pap-caspass Lohibdor Z-ad Pmk (10
) B A owalondoiy atery wae petformed Gaing S04 DOand wild-
type (Joriat} ar caspase B-defickent (Iurket 19.3) Jurkat celly fratio S0:1).
Blmilir mesahe wete cbdalned [ thiee Infspealent sLpetimegs « o<
005,

exchding a rofe tor this pathway m DC-mediated cell death. This
i vomsistent wigh the fct that CT4~ DO appear to iduce PADD-
mdependem apoptoais-like rather dean necrosi in target celle (20,

Campase-independent apopios s has been described previoissly im
varione cell lines & well a5 i T oclln, and has boen thown 0 be
meduated thyougl minchondrial release of proapopectic molecules
mich as apopiesis-inducing factor or CmifHre (221 As several of
those pathweys were shown to be iohibited by the antl-apopsotic
malesgile Hel-2 CEFL wae assesied the rolbe of Bel-2 m DO - avefrated
apoptosie. As shown in Fig. 60, Jurkat cells overenpressing Hel-2
were Killed as effichently as controd cells by gpleen CD4™ DO even
im the presence of the carpase mhibitor Z-vad Fmk, Similar remlis
wete obiained with Bel-2 overexpressing YAC-1 cells (dsta not
shown) In contrae and as previouely shown by olbers (93, Bel2
overenpression. protected  Jurkat cells agsing human monocyte-
derived DHC-mediated cell death (Fig 600, mnged),

Tmmatury CD4 ™ DO ropedly ewpail” harr veetime .".'.'.':\-w:.'.":'

krlleng

We then sought o determine whether CO4 ™ DE could sequire Aps
from Killed target cells. For this parpose, we used rwo mouse lym-
phoma cell lisee, YAC-1 celi: thar are seneitive s OO~ DC-
mchwed cell death and EL-4 that ane resistant (Fig T4 L Por lw
cybmerry anabyels of phesocytoeis, YAC-1 and ELA celle were
labeded widi tao differest concentrations of CFSE and culmred
with fresh C04 ™ DT at a retio of 25 DC fo 1 target cell. Cells were
then amalyzed every hoar until 4 h after staiming with a mt MHC
claes [T mAb, Thie allows correlation of the phapgocytic sctiviey of
DO wigh the numnber of YAC-1 nmd EL -4 cells in the caipe well, As
whown in Fig. T, the phagooytoeia of target cell| by CO4™ DT was
alveady obvious 8 1k afler the beglming of e cocubmre (9% of
D} fupper panet), The percentage of DC having inpested twzet
cells increased rapidly until 2 h (22%) and then more slow by unkl
4 I (27 %, 1 lacnnbd B reaniinded) that T O relesse from target oalk
wak not observed daring the firt 2 b of the cytotoxic assay mg-
pestimg that C04~ DC st o phagoestos: e victme betoe
they lose membrane imiegrity, A decrease in the intensity of CFSE
saining was observed both for YAC-1 and EL-A cellz wihwen cuol-
tired] adone (Fig, 78, Sotom bt ponel)or with CDE~ DO (Fig. T8,
wpper panel) ag compared with cells analyzed right afier the CFSE
staining, This is likely due to spontaneoas leakape of CFSE rather
than proliferation. However, COM ™ DC culmsed for 4 h with EL-4
nhne did not exhibit amy CFSE ﬂzi:]ing. 'l'uli;.zﬁul-__ that doukle

«NAEEP

D L

FIGURE o C[4° DC-mdoced apoptosis @ FAD D- aod RIF-indepen-
denl and & gl -nhibied By Bd.d chemerprassah. A, A CYUONRIGETY A528Y
was performed with CO4~ DO o L5178 -Paul mansfectants ax effactor
iz il wikl<ype of FADD-delicieal a8 vt selks (ratih 5001 8, A
aytotozicdy amexy was performed unng CO4° DO as effackor cells and
wild-type o RIF-def ot Jurkat <ellz (ratio 531) as taget @il In the
absence or preaenoe of Z-wad Pk {10 @), Slmilar resaits ware obtalwed
in Twd dndegende ol ekperiments A Sylcbomicily steey Wik performed
mxing rat spieen C0d~ DO and wrild-type o Bad-d-overeppresning Jurkat
<&113 (ratic 501) in the ataends o predns of Zvad Pmk (10 g, Bal-2
motection was werified wiing fnmman monooytederived immetae T ar
sargat oolle {iaref], Similar requis ware obtalned in three Independent ex-
periments &, o= 005

poaitive ce e comeepond e DC having phagocytoeed YAC-1 celle
rather than havimg scquied soluble CFSE. The kinetice of phago-
cytosis were negatively comelated with the pumbers of YAC-1
celle I the well, whereas the numberz of BL-4 cells were not
medified throughoat the expesiment. Similar resulte were obitained
when COH ™ DC oweme culored with either YAC-1 cells or EL4
celle {Fig. TE, bottom rght panslh

The swwe cells were anatyzed by confiocal micioscopy. Foo this
experiment, target cells were hbeled with MOC,, mewesd of
CFSE As ghosn In Fig. 7L we confinped tha CDd - DC hawe
accjumed Iraginents of YAC-1 cells bat not Bl cells {Fig. TCh
Theeses resudts mdbcate that the killkee activity of CO4™ DC enables
e cells 10 sequise Aps fom Hyve cebls. Ag shown in Fig: 75,
COd™ DC that have been coculued with YAC-1 targer cells ex-
hitvit an ncresse m MHC class TTmalecale expression, This is due
1o spordaneots matieralion of D el oocms in vito after Hssie
ettt This matieration was also oleerved witly ELA cells (Fig,
T, Bytteme right ponel), indicsting that it was not ixdoced by the
killing or phagocytosing activity of CD4™ DT

Becanse CD47 DO Jost their killing activity upon mansation
[ET3 |-|,¢ 2485, we soaight 10 determ ine whetber # 5 also the case [or
the phagocyiosis. Ar 3 control, we uwsed in this experiment 04
spleen DB dhat do not have o cytotoxic activity (see Fig. 1) Thus,
immatare, e, feshly extmcied, or matare, Le,, overmight cultured
in the presence of LIPS, C04™ md CTH ™ DC were calared for 4 b
with either lve ar spopiotic CRSE-stained YAC-1 cells and then
anatyzed by FACS (Fig 8) Az expected, unlike CDW™ D00, CO4
D were unalde 10 acquire Bagpments of tirgel cell when culnsed
wigh lve YAC-1 cells. However, CO4 ™ DT were slso very pooe st
plrepocyiosing apogote YAC-1 cells a8 compared with CDW
[ The capacity of CDd ™ DC to phagooytose spoptotic cells was
drammtically down-egulaiesd ollowing m vt ooiuration Witk
LS {Fig. 85 Moreower, corfelarieg with e down-regulation of
thelr Killlng activiey, manme CD4™ D wene imable 10 acguire
ﬁ'lgmnﬂs. when culhmed with Iive YAC:T cells
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FIGURE 7. €04~ DC rapidly egulf thetr vic-
time fedlowing Killing. A, A syootomiciiy aesay w43
perfa g C04° DC and YAOC-1 o ELA
sl [ratag 30:17 B, YAC-I and EL2 ol ware
labeled two diferent conceeragions of CFEE (3 and
L pem, seapsctive ) ated cultlesd 6 V-Dottom 85
well plates with CD4~ DC st aratioof 2l fard b
O lls wers Darvessd overy houe, Aaloed with allo-

of specific lysis
e 85588

phiveciiniz Y 5]
How cytosse iy [ipper panel}
DT were coftred ford howih
CFEE-lateted calle (Borkm

EE #taining. CFE

I by amed anabysed By
Allerrathely, 004" B
ther TALC-1 o EL-4
M el A & 00 "23
-labeled target cella

& P A b Eoati Lo o =
Am [or 4 0 (Baitom b7 3
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-1 ar BL-3 oelbr at-@ rat|o of 2 -
tacked coveralipe, fized, sained with MEZ O rak]
HiAL fohosed by ambmonss Akxa 633 A6, abd
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T amalyze whether intersction between the Killer DC and target
cells conld have an eflect on therr Bmction, CO4™ DC were cal
tured in the sbeence or in the preaence of YAC-1 or EL4 cells and
cytokine producibon as aseessed (Table I The cocubnire with tar-
et celles increases the prochaction of TL-10, TNF.o and [1.-12p40
compared with the amount of cytokines produced by the T slone,
However no significant diference was obeerved between cocul-
tures with sensitee YAC-1 cells and resistant EL -4 cells. Finally,
o differences wen obeserved in the APC fimcticn of kKiller DC in
nlkgpemc MLE follwimg incubation with YAC-1 or EL-4 cells
(daty not shownh

Discussion
Besides thewr capocity to eficiently stimulate CD4 " T cells and o
drive Thi polarization (19, the COM~CDHO0S " subset of rat DC
that s ol 1 gpdesen and i bower numbers in LN alsoexhibised
n potent and rapid cyrolytic activity in vitm toward select tumor
and ool cells (7). This sctivivy that required cell-to-cell comact
wig resiricted (o the immature stage of CD47 DC and invohed a
caspase-independent apopiosks ltke cell deathe We alse ahowed
that imimahoe bid ool matire C04 7 D rapidly phagocyiose rpe
celllar frmgments from their victims ollowing killing.
Althoargh the capacny of in Vileo pemerated emonocyie -derived
DC o e cytolysis or oytcstasis in oo cells has been dem-
cnafrated by memerous proup, very few smdkes kyve exammed the
cyboliytic actividy of normal hismnn blocd L3 (113 In one sy,
Fanger et al (111 demcnstrated that parified CO0Te ™ DO bt neok
IL3-Ra™ plasmacytoid DT exhibited cytolytic activity against to
mar cells, Howerer, this function, that was specifically TRAIL-
dependent, needed o be mduced by [FN-a ar IFN-y {11k Be
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cenily, 3 sabset of cptolytie DC has been descrsbed inomice (23)
These cells exhibied 0 NRTDC phenotmpe as they L".'!Fl’l’!iﬂ'd bath
CO e and rwo NR morkers mmeely CO30d (DXS maAdp and
MELL x5 well 55 3 NE/DC fmction in that they could effickenthy
kil YAC-1 cells asd process snd present Ap T eelle Smilas 1o
e cyroonie subset of D e deseribe m tis smdy, the afone-
memioned mimine Kilker DO exhilsitesd a CDIILTCERY T pleno
type. This subset of D was Bund in anmanipalated animsds and
strongly expmded following viral mnfection. Iterestingly, Thee
NEDC celle were fpind 1o reve s repulaoey funetion lollowinge
treatment with anti-CEA0 mADb, suggesting a role for these cells in
periphersl wlerance (23) In humanz, plasmacytsid DC owere
shovn 10 express srandyme (4% howsver, they hove not been
reporied 10 exhibit criolytic activigy so far (110 'We recently e -
tified the rat counterpart of plasmacytodd DO (25} and foand that
they were unable o indoce cell deach i YAC-1 or Jurkat cells
{F. X. Hobert and B, Josien, unpibfished observation ). Togsther
wilh the present sy, (hese esulls mdicate that only the CD4™
subaet of DT exhibite a killer activity in rats. These cells are found
in the spleen and LM, and 3 very similay subeet of DO has been
ilentified m the afferem hymph (26} mzpesting that, 31 least some
of the TR ™ D foumnd in the LN comespond to migratory issue
D In the spleen, the C04 T D were found in both the red palp
ad T cell area (Ref. 27 and our mmpublished observations) sug-
aestinge duat a1 keas sonme af these cells could be blood-derned DI
The in vt cytolytic activity of T4~ DC was found agaimst
niEneraE nnor celle Among the pomal cell we could tesed,
anly HUVED exbiivited sensstnvity o mat CD47 D I s imteiest
tg b mode that b s, monocye-dedved DO e well as blood
COe™ BT were shown o kill tumor cells but oot normal celis
I8 10, 28 et eome endothelial cells (51 The owechanisme of
Eillmg by human DO have been mvestigated by several groups
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FIGURE 2. Immanye C[4~ bat not OO * par matore 0~ or 04 *
spiben DT pha gooytoss aSosarly apoptote celie in vite Tmmanes (4] o
LFE-manzed (2) TT4~ and TT4* aplems DO weta oaifured for 4 b wih
CFEE-labmiad live or apoptotia YAC-1 cells ot o ratic of 35:1. Cellswere
than Zained =kh nll-q_'.‘l‘g::-cjauln-r_‘y?-MHE' 1 mab ard anabyzed by
FACE, Ag & ototol, DO wen incobigsd with apopiotiy TAC-L ells m
4%C. Eimiar rematts were cbtained in four indspendsnt axperiments.

wih dillerent resielts, althaigh the equirement ks a cell contact
between DC and their targets has been demonerased in maost of the
audies. The mvolvemnent of TRAIL has been reprodieitdy dem-
omsirated, However, the expression of TRAIL by DT required a
etimibation by TRN-o (10, 2900, IFN-8 (00, 120, IFN-v (10), of
messles vimas (303, and target cells needed 1o expreds functional
TRAIL receptor. Others have ebovwn that immatre human DC
derived froan ascitic monocytes of patients with ovarian cancer
coukd kill the autoboeous mmar cells via FasL-Fas nteraction (31,
In mice, Langerhians cells were dhown o expres Amctional Fal.
gy COM0 ligation (320 Human DC were aleo shown to nduce
cylabicity m human breast concer cells [333 ag well @ growth
mhibition of pumercas tmmor cell fines (133 via TNF-a, ewever
the imvolvement of THF o these studies was parmial and was ea-
hanced by LES stimmlation. Lo and colleagues (8, 34) demon-
srgted that human DC could express and wse the four different
eylatakie inakecubes of the TNE siperfamily TMNE- o, langhiotoxin
el B2, Fasl. snd TRAIL. Fmally, another sdy has shown that
e monocyte-dervved DC effichently killed varions mumor cells
1sing A THF-u-, Fael-, and TRAIL-imdependent and so far an-
known mechan iam (9% Together, these stadies ndicate that human
D can wse multiple pathaays of cytotocicy o mduce Killing of
mmar cells in viro

We have shown that the Killing activity of fresh rat CD4— DC
wae Ca' " as well 38 Fasl, TRAIL, and TNF- ndependent (73
The bk of myvolvement ol these apoptosis-mducng ligmds i

2415
Tkl II.  Cyiclias Brodichion doring cocwlure of CD4" DNC Wil
sarget celle™
L0 pghelil  THPspgmll  [L1%20 (ol
T4 — TALC-L &4 38) 20 (45 AZE0 {247)
O~ Bl 158 (247 1T 5507 [nd)
Lot~ glome T Q[ 1374 a4

=TT DT s oo bured ovesregh an e abeemee of 18 the preseses of YO
of EL-A el nl g fubtof 150 Cyloking jroduchos wis wipisid by ELITA It
Bfeans [0 of Uees ssperimesls.

st by sapported by the fact that FADD and caspase § were not
recpuiEesd i target colls as shown o his report. Cher resalts indicate
that T4 DO induced caspase-independent spoptosts -like cell
dieath n target cells, llely requitmg e expression of a mensbome
Eilling proteim om DC that sppesred to be mduced during the cy-
oo assay. Becamee CDd™ DO epontanecusly mature m viro
fllerwing tissue extraction, it is possible that this molecule & only
enpreseed during the shon mamrstion sep preceding the: ¢ yioio -
icity, Allematively, this requirement for protein eymthesis and
aheaa-tenn calure coubd be due o the stress of te lsoe exraction
procedire mnd sorting,

Cuppase-mdependent apopioaka-lde cell death has been de-
seribed in oo cells as well 2 i T eells (220 This rype of cell
death can invobee mitcchondrial cater membrane permeabi lization
and the rebease of proteine deat could directly nduce DNA clewv-
age such as apoptosis-inducing factor, EndoG, or OmiHim (223
However, the overexpression of the anii-spoptotic molkecule Bel-2,
which e knoaa i appose naibchondrial sater membrane pertoe -
whilization, did not prosect Furket cofls against CD4 ™ DC-induced
cell deatt. The release of some catlepeins frm lysosomes n the
eytosol can alo mduce caspase-independem apoptosis-like cell
death (22) However, most of thews proteases se inhibied by Z-
va Fimk that did not affect rat CO8 -~ DC-mediated cell desth in
o snedy, Imesestmg by, Huberr et al. (28) have found that biman
meonce e -derved DC conld mdisce: cell death of papillomasvines-
tranefomed keratmocytes bin not of pommal keesthnocvies, sug-
pesling that DU can specifically recognise transformed celle. Cur
resule indicate that this recognition 2 not imied to virus-induced
nanee a5 some clienskeally badeced as well o radistion-induced
tumior cell fmes were found o be killed by DT Alhough the
cytoscodc setiviny of CD OXa2 " DO was sronely down-geza-
lated o m viwo maturation, the residoal Killing was totally
O -dependent. Thie iz in azreement with cur previous shady, o
which we found st overnight-culiured and, therefore, mamre
spleen DT induced cell death n VAC-1 cells nsing 3 Ca° "-mech-
miam {6}, However, in this study, the killmg sctivity of culture
apleen DT was much sronger than that of manre CO4— DC found
in the present sndy, These discrepancies might be relaied o he
different parification procedune used (negative selection v positive
splection) thar might bead o diffesens D subeet enrictonents. Con-
feming our initiad sedy, ALl et sl (355 have recently shoam that
matwe spkeen OC could induce a Ca'* -dependent cell death
select targel cells using a MK Thdepeident recopnifion mecha
nismi. However, our preliminary resalis magpest that the opiotaxic
waivity of mmame C04 00 b2 not wigpered by die expression
of n NRG2D ligamd on target cell,

The role of the cymeoxic activity of DO in vivo remame o be
determ ined; however, several ypotheses can be drawn, Firs, bee
caise of the relative restricted cyiolysis of tumor cells. one can
suggest a mole for COH -~ DO i mimmume: sarveiliznce: and Eilling of
namy a8 described for NE cells (36). Therefome, & might be n-
feredtmg o determime whether these D can be foud i tmmsors
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ard A1 g0, whethier ey are surmomeded by apoploiie lmmie celk.
However, i Inck of specific markers for CD4 7 e D and e
fact thar CU can b down-repulated on CD4 " DC epon matara-
tion make fhis analvais difficek dn vvo, We ae somenily devel-
opdng new mADbs specific for mi DO sabsets that will be nsetul for
I vivo stndies Beeanse CO4~ DT appear to rapidly enpukf their
victinas Folloaing Kilbng, it is possibie o they 1e their cviadviic
functbon 10 aoquire tmor Ags and presem (e o naive OD97
npd COES T wells in lvmphold ergans 0311 However, alihough
147 D0 can dnchiee strong THE palariation in CT7 T cells,
they are very poor stimalators of C58 " T cells in vitro as com-
pared with CTM Y D]l (19, Secomsd,; and os soepested by others
(U1 37y, eyeolyie T conld induce apopaiosas and debetion of T
cells and, therefore. play 2 role in peripheral iolemnee, However,
our tesulis dey ol sepport His Iypoliesis as we wene unable W
delec] iy eytolytic nctivily againg resting of activaled nortmal T
cells {n witro {data not showni, Thdrd, becasse (047 107 can in-
dnee call deatls in normal cells (e, endothetial cells 40 our smdyi,
ey conbd s their killer octivily 1o acgnire sell Ag in peripberal
dssae. The comend and domivani byvpolbess copcendeg ihe mole of
1 in peripheinl tolesance s that, in the sleady spate, S0me im-
matune DC acquire self Ag in peripheral tissves and then conssi-
turive by i grake without fully matunne 1o secondary lymphold o-
gans whene fhey muntain peripheral T cell iolerarss (3B An
impetars jssue is to know whedber or we this capacity of DC &
acqiidre sell A is restdcled 10 s spectallzed subeet of DO Stdies
performed in mice isdicaied thal & sobeer of CTES DO wis spe-
cinlized in cross-toderizing CUE T cells tn salf Ag ( ¥k Inmis, it
wirk sl that an the gol drsddsg doph, 8 subsat of 09 DO
it is very BEely equivilenl (0 the cyidoRic subsen of Cd [
wa deacribed in this stady, marsported frogments of g spoprotc
eprheliad cells (26) Impoantly, CTH® B, fhar were also foond
i lbe lymph, did mod conlain cell Tmpmems, suggesting ([t al
leas! o this tissise, the comstitotive acguisition snd trausport of seil
Ag s restticied (o O D0 260 Correlating with this Anding, we
ol dsid, in witey, 1347 DO were by for, mech more eficien af
plagoeytoslng spoptotie vells e 04 DC Allough e mech-
armsin of sall’ A sptake by mssue DT s not been idennified, it s
Feen propeosed fhat P engulf apoplotic celis thal appezr dinng
Heane seli-renewal (401, However, bocamss somo Hssses have very
low gelf-renewsl and becanse other plagocyics such s resldent
macroplmges can mpidhy engnlf dead cells, this mechamism mi ghi
o prove optimal for ensuring peripheral tolerance, Harshyne et
nl, lawe shiown St imemiloee DO can segaite Ag Troos live oxlls
wia a proesss called nibbling 1410 We sagpest that rat C47 130
might nse thelr killlng activity o ehminate seneacent or dumaged
cells beloi they underypo apoplosis fo Hesue and thew acepiare ssil
Ag with Iigh efBicney

To conclede, e MHC class 177004001037 subset of 16t
100 45 ennbowed with & pomsertal cytooxic aciviry rowas] hed
lemopaietic and monbemopaietic mmor cells snd ako normad en-
dodhelial cells Thes sctsdry s fesncned o ihe immatnse foom of
T The mokecisha mechandsm by whhch C14 ™ MEC 117 DC
Inefucedd cuspase-independenl spopiosis ke vell death remsin &
be descrmbned bor clearly differs from ihe chsseal pathways of
cell-smerEated :_\.Miril!:: dexcrihed s far, The identificativer of
thes mechmniam will be very helpful to understard the in vivo rofes
of s nrognal fonetion of DO We sugpest g one of hess roses
i= 40 allomy immatare CTH T DA fooacquire lorge amounes of Ags
from Hwe colis
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1.3. Article 1 : RESULTATS COMPLEMENTAIRES

Les DC cytotoxiques de rat (KDC) provoquent chez leurs cibles une mort de type apoptose,
indépendante des caspases et des voies classiques des récepteurs de mort. Le mécanisme de
cytotoxicité est encore inconnu. Bien que la surexpression de Bcl-2 ne parvienne pas a
protéger les cellules cibles de la lyse induite par les DC, nous avons voulu observer si cette
mort pouvait induire une perte du potentiel mitochondrial et par conséquent une possible
libération de facteurs pro-apoptotiques dans le cytosol. La lyse des cellules tumorales est par
ailleurs associée a une phagocytose efficace des cellules cibles. Cette phagocytose est le
propre des KDC puisque les DC non cytotoxiques telles que les DC CD4+, ne parviennent pas
a ingérer de cellules cibles. Ces KDC n’exercent ces deux fonctions qu’a I’état immature. La
maturation diminue en effet dramatiquement les capacités des KDC a tuer et a ingérer des

cellules tumorales.

1.3.1. Dépolarisation mitochondriale

La perte du potentiel membranaire mitochondrial (AW) est une des caractéristiques de
I’apoptose. Elle apparait dans les premiers moments de 1’apoptose. Les membres pro
apoptotiques de la famille Bcl-2, Bax, Bad, Bak, vont se lier a la membrane mitochondriale
pour former le pore de transition mitochondriale. Le gradient électrochimique de la membrane
mitochondriale va alors s’effondrer. Ces événements vont permettre la libération dans le
cytosol des facteurs mitochondriaux tels que le cytochrome c. Le JC-1 (5,5°,6,6 -tetrachloro-
1,1°,3,3’tetracthylbenzimidazolylcarbocyanine i1odide) (Interchim, Montlugon, France)
mesure le potentiel membranaire mitochondrial. Dans les cellules non apoptotiques, JC-1
s’accumule dans la mitochondrie et forme des agrégats qui vont libérer une fluorescence
rouge. Dans les cellules apoptotiques, le potentiel membranaire mitochondrial s’effondre,
empéchant ’accumulation du JC-1 dans la mitochondrie. A ce moment-la, le marqueur va
rester dans le cytosol a I’état monomérique, émettant une fluorescence verte. Nous pouvons
ainsi distinguer les cellules vivantes en rouge des cellules apoptotiques en vert. La transition

du rouge vers le vert traduit une dépolarisation mitochondriale et donc une apoptose.
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Figure 14. Mesure de la dépolarisation mitochondriale induite par les DC. Des cellules Jurkat sauvages ou
surexprimant Bcl-2 marquées avec le marqueur fluorescent lipophilique DiD (Molecular Probes) ont été
incubées pendant 3h en présence de DC CD4- (ratio 25 :1) ou de staurosporine. Les cellules ont ensuite été
marquées avec un anticorps anti-CMH II et avec le JC-1. Le marquage JC-1 a ensuite été analysé sur les cellules

DID+CMH II-. Une transition de la FL2 vers la FL1 traduit une dépolarisation mitochondriale.

Des cellules Jurkat surexprimant Bcl-2 ou non, et marquées avec du DID ont été cultivées
pendant 3 heures en présence de DC CD4- (fig. 14). En contréle, les cellules cibles ont été
incubées avec de la staurosporine (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) qui induit
une dépolarisation mitochondriale. En effet, la staurosporine est un inhibiteur de protéines
kinases qui induit un stress intracellulaire et une apoptose dans de nombreuses cellules
tumorales faisant intervenir le relargage de cytochrome c¢ de la mitochondrie et une perte du
potentiel membranaire mitochondrial. Cette dépolarisation est ensuite mesurée avec le JC-1
sur les cellules DID+ CMH II-. A TO, le JC-1 est a 1’état d’agrégats qui émettent une
fluorescence en FL2 traduisant le fait que la membrane mitochondriale est intacte. Il n’y a pas
de différence notable entre les deux types cellulaires. Aprées une culture de 3h en présence de
staurosporine, le pourcentage de JC-1 rouge dans les cellules Jurkat est largement diminué
passant de plus de 91% a 35%. Ce résultat indique une perte du potentiel membranaire

mitochondrial en présence de staurosporine. A ’inverse, le pourcentage de JC-1 agrégé n’est
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pratiquement pas affecté dans les cellules Jurkat transfectées avec Bcl-2 qui protége donc les
cellules d’une dépolarisation mitochondriale et de 1’apoptose. La culture des cellules cibles
avec les DC induit également une perte du potentiel. Les cellules Jurkat Bcl-2 subissent une
dépolarisation mitochondriale confirmant le fait que Bcl-2 ne peut protéger totalement les
cibles de 1’apoptose induite par les DC. Le fait que cette dépolarisation soit un peu moins
importante dans les Jurkat Bel-2 que dans les Jurkat sauvages traduit néanmoins le fait que
Bcl-2 protége tout de méme les cibles mais de maniere minime. On pourrait se demander si la
surexpression dans les cibles se localise vraiment a la mitochondrie ou si elle est simplement
cytoplasmique. La mort induite par la staurosporine pourrait alors étre inhibée par cette
surexpression de Bcl-2 alors que cette derniére serait peut-étre insuffisante pour abolir la lyse
par les DC. En outre, I’analyse de la dépolarisation mitochondriale a été réalisée sur des
cellules DID+ CMH II-, ¢’est-a-dire qu’elles n’étaient pas encore phagocytées par les DC. Ce
résultat suggere que les cellules cibles subissent une apoptose en dehors de la DC.

De maniére intéressante, ce type de mort cellulaire indépendant des caspases, de la
surexpression de Bcl-2 mais impliquant une dépolarisation mitochondriale a ét¢ décrit par
Martinvalet et al (Martinvalet ef al., 2005). Ce phénomene fait intervenir le granzyme A. Ce
pourrait &tre une piste intéressante. Toutefois, les KDC tuent par un mécanisme indépendant
du Ca2+ ce qui exclu un réle de la perforine. Si une autre molécule pouvait agir a la place de
la perforine pour faire entrer le GrzA a I’intérieur des cellules cibles, cela pourrait expliquer la
mort des cellules cibles par les DC. Le Mpg-1 (macrophage gene 1) (Partie II B. Recherche
impliqués dans la cytotoxicité) pourrait étre ce type de molécule. Il posséde une homologie
avec la perforine et a été tres peu décrit (Spilsbury er al., 1995). 1l avait été décrit dans les
macrophages et il est fortement exprimé dans les DC CD4-. Le Granzyme A est quant a lui
augmenté avec la maturation des DC. Il est par ailleurs plus fortement exprimé dans les pDC

fraiches que dans les DC CD4-.

1.3.2. Phagocyvtose des cellules cibles

La phagocytose de cellules cibles par les DC CD4- est intimement liée a leur activité
cytotoxique. Seules les DC CD4- immatures phagocytent efficacement des cellules
apoptotiques. En effet, la maturation des DC inhibe leur capacité phagocytaire. Par ailleurs,
les DC CD4+ qui ne sont pas cytotoxiques, ne sont pas non plus capables d’ingérer de cellules
apoptotiques. Ainsi, seules les cellules cibles sensibles a la lyse par les KDC sont phagocytées

efficacement.
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Des tests de cytotoxicité et de phagocytose ont été réalisés en parallele. Des DC CD4- ont été
cultivées en présence soit de cellules YAC-1 sensibles a la lyse, soit de cellules EL-4
résistantes. Les cultures ont été faites en présence de 1’anticorps 5B3 qui inhibe presque
totalement I’activité cytotoxique des DC CD4- (voir Génération d’anticorps monoclonaux
bloquant). En controle, les cellules ont été incubées avec 1’anticorps 3G8 non spécifique ou du
milieu seul. Les cellules ont été récupérées a intervalles de temps réguliers et les pourcentages
de cytotoxicité au °'Cr et de phagocytose ont été déterminés. Comme attendu, seules les
cellules YAC-1 sont tuées et phagocytées efficacement par les DC. L’activité cytotoxique et
la phagocytose augmentent réguliérement au fur et a mesure de la culture (fig. 15A et B).
Alors que I’anticorps 5B3 inhibe presque totalement le relargage de *'Cr, il a peu d’effet sur
la phagocytose. En effet, les cellules sont phagocytées a pres de 35% au bout d’1h de culture.
Toutefois, la phagocytose atteint un plateau dés 1h en présence de 5B3. Ces résultats
suggerent qu’il existe deux phases d’ingestion des cellules cibles : une phase indépendante de
5B3 et une phase pouvant étre inhibée par I’anticorps. A I’inverse, 1’anticorps 3G8 n’a pas

d’effet sur la phagocytose qui augmente régulierement pendant la culture.

Il est intéressant de remarquer que cette phagocytose est un phénomene treés rapide qui
apparait dés les premieres minutes de culture des DC avec leurs cibles (fig. 15B) et que ce

phénomene peut se composer de plusieurs phases.
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Figure 15. Relation entre cytotoxicité et phagocytose. (A) Des tests de cytotoxicité sur des cellules YAC-1
sensibles et des cellules EL-4 résistantes a la lyse par les DC ont été réalisés en paralléle de tests de phagocytose
(ratio 25 :1). Les pourcentages de lyse spécifique et de DC phagocytiques ont été mesurés a 1h, 3h et 5h de
culture. Les cultures ont été faites en présence soit de 1’anticorps 5B3 qui inhibe ’activité cytotoxique des DC
soit de I’anticorps 3G8 non spécifique (Sug/ml). (B) Un test de phagocytose a été réalisé entre des DC CD4- et
des cellules YAC-1. Le pourcentage de phagocytose a été mesuré régulierement toutes les 15 minutes par

cytométrie en flux.

Bien que la cytotoxicité et la phagocytose soient liées, nous ne pouvons déterminer avec
certitude que ce sont les mémes DC qui tuent et phagocytent leurs cibles. Le fait que
I’anticorps 5B3 inhibe seulement une partie de la phagocytose alors qu’il inhibe totalement le
relargage de *'Cr fait penser qu’il existe deux phases de phagocytose, I'une assumée par les
DC tueuses (sensibles a 5B3), et ’autre réalisée par un autre type de DC CD4- (non sensibles
a 5B3). Toutefois, la rapidité¢ avec laquelle apparait la phagocytose suggere que les DC qui
tuent les cellules tumorales et qui sont directement en contact avec elles, les phagocytent. Par

ailleurs, la phagocytose apparait dés les premiéres minutes de culture des KDC avec leurs
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cibles tandis que le relargage de *'Cr n’est détectable qu’au bout de 2h. Deux hypothéses
peuvent étre émises sur ce phénoméne. Premiérement, le relargage de °'Cr est peut-étre une
méthode moins sensible pour la détection de la mort cellulaire. Deuxiemement, la libération
de *'Cr dans le milieu traduit en fait la perte de perméabilité membranaire qui est le signe
d’une apoptose tardive. La phagocytose interviendrait donc lors d’une phase plus précoce de
I’apoptose des cibles. C’est également ce que suggerent les résultats obtenus avec le JC-1.
L’apoptose des cibles pourrait intervenir de facon assez précoce, puis les cellules
apoptotiques seraient phagocytées avant leur perméabilit¢ membranaire et la libération des
composants cellulaires. Cette derniére hypothése semble la plus probable. La détermination
de cette double fonction de cytotoxicité et de phagocytose dans une seule population
cellulaire permettrait de mieux comprendre le role physiologique des DC cytotoxiques. En
effet, il est important de déterminer si cette lyse et ingestion de cellules cibles peut amener a

la présentation d’antigénes dans le but de stimuler des LT.
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Partie II. Ftude du mécanisme de cytotoxicité : recherche de

molécules 1mpliquées dans 1’activité cytotoxique des cellules

dendritiques

Afin d’identifier les molécules responsables de I’activité anti-tumorale des DC, nous
avons procédé a plusieurs approches dont la recherche de génes par la méthode des puces
pangénomiques et la génération d’anticorps monoclonaux pouvant bloquer 1’activité

cytotoxique des DC.

2.1. Génération d’anticorps monoclonaux bloquants

Nous avons préalablement montré que 1’activité tumoricide des DC CD4- requiert un contact
cellulaire et une synthése protéique de novo. En effet, la molécule de surface pro-apoptotique
ne se trouverait pas sur les DC CD4- fraichement extraites mais serait synthétisée de novo.
Cette hypotheése vient de 1’observation que des DC en présence de cycloheximide, qui est un
inhibiteur de la synthése protéique, ont une activité cytotoxique nulle (Trinite et al., 2005). De
plus, le fait que des DC CD4-, pré-incubées 3h avant mise en contact avec des cellules
tumorales, tuent plus rapidement leurs cibles, suggere qu’il y a bien synthése de novo de
molécules intervenant dans le mécanisme. Ces molécules synthétisées entraineraient alors la

mort de leurs cibles par une apoptose indépendamment des caspases (Trinite et al., 2005).

Ces observations nous ont amenés a rechercher des molécules pro-apoptotiques impliquées
dans le mécanisme de cytotoxicité. Pour cela, nous avons cherché a générer des anticorps

monoclonaux spécifiques de ces molécules et bloquant I’activité cytolytique des DC.

Des souris Balb/c ont donc été immunisées trois fois avec des DC CD4- selon le protocole
suivant (fig. 16). Les DC ont été précultivées 3h au préalable pour permettre aux cellules de
synthétiser d’éventuelles molécules impliquées dans leur activité cytotoxique. Les DC CD4-
ont ensuite été lysées dans de I’adjuvant complet de Freund pour la 1¥ injection et dans de
I’adjuvant incomplet pour les injections suivantes. La lyse des cellules avant 1’injection aux

souris permet une immunisation contre la totalit¢ des antigénes cellulaires.
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Figure 16. Protocole d’immunisation.

Le sérum des souris a été testé pendant la période de latence. Une immunisation de rappel a
été faite quelques jours avant la récupération des splénocytes et la fusion. Lors de
I’immunisation de rappel, les souris ont été injectées directement avec des DC CD4- et non un
lysat cellulaire. La fusion a été réalisée selon le protocole décrit dans le Current Protocol in
Immunology (chapitre 2 section II: Production of Antibodies; Current Protocol in

Immunology, John Wiley & Sons, Inc).

Les hybridomes obtenus a la suite de la fusion ont été criblés selon deux critéres : leur activité
bloquante de la cytotoxicité et leur spécificité par rapport aux DC CD4-. Pour tester leur
activité bloquante, nous avons utilisé un test de cytotoxicité au °'Cr. Seuls les hybridomes qui
permettaient d’inhiber I’activité¢ cytotoxique des DC CD4- envers la lignée tumorale YAC-1
¢étaient retenus. Plusieurs criblages ont été réalisés pour ne conserver que les hybridomes
produisant des anticorps bloquants. La spécificité¢ des hybridomes a également été évaluée par

FACS.
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Figure 17. Criblage des surnageants d’hybridomes. (A) Les surnageants d’hybridomes ont été screenés pour
leur action inhibitrice lors d’un test de cytotoxicité entre des DC CD4- fraiches et des cellules YAC-1. (B)
Marquage des cellules OX62 par le 5B3.
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A Tissue de ces différents criblages par test de cytotoxicité et par FACS, un hybridome
intéressant a été retenu : SB3 (fig. 17). Le surnageant de cet hybridome contient des anticorps
qui permettent d’inhiber I’activité cytolytique des DC CD4- presque totalement. L’effet de cet
anticorps est bien spécifique car I’anticorps 3GS irrelevant n’a pas d’effet sur la cytotoxicité
(fig. 18A). Toutefois, I’action inhibitrice de 5B3 n’a pu étre observé quand celui-ci est fixé au
préalable sur la plaque avant le test de cytotoxicité (fig. 18B). Ceci suggere que 5B3 bloque
bien I’interaction entre les DC et les cellules cibles et qu’il n’agit pas indirectement en
induisant un signal inhibiteur au niveau des DC. Par contre, SB3 marque aussi bien des
cellules OX62+ et OX62-. Il n’est donc pas spécifique des DC CD4-.

Comme il a été vu précédemment, I’anticorps ne peut inhiber totalement la phagocytose (fig.

18C). 1l a cependant un petit effet inhibiteur sur cette phagocytose.
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Figure 18. Caractéristiques de ’anticorps SB3 purifié. (A) Effet inhibiteur de la cytotoxicité par rapport a un
anticorps contrdle, le 3G8. (B) Effet de I’anticorps fixé au plastique. (C) Effet de SB3 sur la phagocytose.
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Nous avons essayé d’identifier les cibles de 1’anticorps 5B3 parmi des cellules OX62+ et
0X62- en testant tout un panel d’anticorps par FACS (fig. 19A). 5B3 marque cependant un
grand nombre de cellules et semble donc ne pas étre spécifique.

Par ailleurs, des marquages immunohistologiques ont été réalisés sur des coupes de rates de
rats Sprague Dawley (SPD) (fig. 19B). En contréle, les coupes ont été marquées pour le CMH
de classe II. L’anticorps 5B3 marque des cellules dans la zone marginale et la pulpe rouge
mais peu de cellules dans la pulpe blanche. Les DC CD4- sont présentes a la fois dans les
zones T de la pulpe blanche et dans la pulpe rouge. Nous pouvons suggérer que 5B3 reconnait
une molécule non spécifique des DC ou qu’il marque uniquement les DC CD4- présentes
dans la pulpe rouge. Ces DC CD4- de la pulpe rouge qui seraient reconnues constitueraient-
elles alors la population de DC cytotoxiques ? Ce marquage avec 5B3 ainsi que la localisation
des DC CD4- a la fois dans la pulpe rouge et dans la pulpe blanche suggérent que la sous-
population de DC CD4- peut étre hétérogéne.

B7.2 CD3

B Rate SPD

OXé6

583

Figure 19. Identification de la cible de 5B3. (A) Marquage de cellules par cytométrie en flux. (B) Marquage

immunohistologique avec le 5B3. Une coupe de rate a été marquée avec le CMH de classe II et le 5B3.
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Cet anticorps semble étre un outil intéressant pour étudier I’activité cytotoxique des KDC.
Toutefois, il nous reste a déterminer exactement quelle est sa cible. Par ailleurs, il serait
intéressant de connaitre 1’effet de cet anticorps sur la stimulation de LT par les DC CD4-, ou
si I’expression de la molécule qu’il reconnait diminue avec la maturation. Par ailleurs, nous ne
savons pas si cet anticorps marque également les cellules NK et inhibe leur fonction
cytotoxique. Enfin, il pourrait étre intéressant d’injecter cet anticorps pour déterminer son

effet in vivo.

2.2. Recherche de génes impligués dans la cytotoxicité

La recherche de molécules impliquées dans 1’activité tumoricide des DC passe par
I’identification de genes différentiellement exprimés par les DC CD4-. Nous avons pour cela
réalisé des puces pangénomiques de rat (Applied Biosystems). Ces puces ont été réalisées a
partir de 3 échantillons de DC CD4- fraiches et 3 échantillons de DC CD4- matures grace a
une incubation de 6h ou d’une nuit avec du CpG 2006 qui est un ligand du TLR9. Les ARN
de ces populations cellulaires ont été amplifiés linéairement et hybridés sur des puces
exhaustives sur lesquelles sont spottées des sondes de 27000 genes de rat. La cinétique de
maturation (0, 6h et 24h) nous permet de connaitre 1’évolution de I’expression des genes dans
un contexte de maturation mais également de disparition de la fonction cytotoxique.
Paralleélement aux puces de DC CD4-, des puces de DC CD4+ et de pDC fraiches et matures
(CpG 2006) ont également été produites. Ces puces nous permettent de discriminer des genes
simplement impliqués dans la maturation des DC. De plus, la comparaison des puces des
différentes sous-populations entre elles peut nous permettre d’identifier des marqueurs plus

spécifiques de la population cytotoxique.

2.2.1.Préparation des différentes sous-populations cellulaires
Les trois types de DC CD4-, CD4+ et pDC ont été isolés selon le protocole suivant (fig. 20).
Les DC CD4-0X62+CD11b+ et DC CD4+0X62+CD11b+ ont été isolées par FACS a partir
de cellules spléniques de basse densité. Les cellules ont été marquées avec des anticorps
monoclonaux TCRaB-FITC, CD45R-FITC, CD4-PE et CDI103-Alexa647. Les DC
0X62°™CD4- et OX62™™CD4+ ont ensuite été triées grace a un FACS ARIA (BD,
Biosciences) apres avoir exclu les cellules FITC+. La pureté était respectivement >97% et

98% pour les DC CD4+ et DC CD4-. Les pDC ont quant a elles été isolées a partir des
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cellules spléniques de haute densité apres élimination des globules rouges. Les cellules ont
ensuite subi une sélection positive avec I’anticorps 85C7 qui reconnait les pDC de rat. Les
cellules ont enfin ét¢ marquées avec des anticorps monoclonaux CD45R-PE et CD4-
AlexaFluor 647. Les pDC CD45R+CD4+ ont été trices au FACS ARIA. La pureté était

régulierement >97,5%.
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Figure 20. Purification des différentes sous-populations de DC par FACS.

2.2.2.Réalisation des puces

Les puces exhaustives de rat (Applied Biosystems, Foster City, CA) (P/N 4337467)
contiennent 26857 oligonucléotides de 60 paires de bases représentant 27088 genes de rat
(fig. 21). Les ARN totaux de DC CD4-, CD4+ et pDC fraiches et stimulées 24h avec des
oligonucléotides CpG 2006 ont été extraits grace a la méthode du trizol. Des cRNA marqués
avec de la dixoxygénine (DIG) ont été générés et amplifiés a partir de 0,5pg d’ARN total. Ces
cRNA-DIG ont ensuite été hybridés sur des puces.

Les résultats ont par la suite été analysés grace aux logiciels R (GNU) et Genespring (Agilent
Technologies). Les analyses avec le logiciel R ont permis d’obtenir des listes de genes
différentiellement exprimés entre deux sous-types de DC. Le logiciel Genespring a permis de
comparer les résultats des trois types de DC. Les valeurs ont a ce moment-la été triées selon
deux filtres permettant d’éliminer les signaux trop proches du bruit de fond et trop diffuses
dans un groupe de puces. Puis, des tests statistiques d’analyses de variances (ANOVA) suivis
de tests post-hoc Student-Newman ont été réalisés. Les genes statistiquement significatifs
(p=0,05) ont été analysés. Ces genes sont surexprimés ou sous-exprimés dans une sous-

population de DC par rapport aux autres.
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Figure 21. Principe des puces pangénomiques Applied. L’ARN est extrait des différentes populations
cellulaires. L’ADNCc est ensuite obtenu a partir de 0,5ug d’ARN grace a une étape de rétrotranscription durant
laquelle des nucléotides UTP couplés a la Digoxygénine (DIG) sont incorporés. Cette rétrotranscription se fait en
deux phases de synthése permettant I’amplification de I’ADNc-DIG. La premiere étape permet la synthése du
brin complémentaire de I’ARN, la seconde permet la dégradation de I’ARN et la synthése du brin d’ADNc
complémentaire. Les ADNc marqués a la DIG sont ensuite déposés sur une puce pangénomique de rat sur
laquelle sont spottés des 60meres représentant 27088 geénes. Les spots sont ensuite révélés par
chemiluminescence grace a des anticorps anti-DIG couplés a une phosphatase alcaline. Par ailleurs,
I’emplacement des spots est détecté par fluorescence grace a des 24meres qui avaient été cospottés avec les

60meres.
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Figure 22. Clustering des différentes puces obtenu avec le logiciel d’analyse R. (A) Comparaison des puces

des 3 types de DC fraiches. (B) Comparaison des puces des DC CD4- fraiches, stimulées 6h et 24h avec du CpG
2006.

Figure 23. Diagramme de Venn des génes différentiellement exprimés de facon significative dans les 3

types de DC fraiches. Analyse avec le logiciel Genespring.

Le clustering permet une représentation selon le lien de parenté des différents genes (fig. 22).
Les geénes représentés en vert seraient sous-exprimés et les geénes en rouges seraient
surexprimés dans une population par rapport a une autre. Sur la figure A, nous pouvons
remarquer que les DC CD4- stimulées 6h avec des CpG sont plus proches des DC stimulées

24h que des DC fraiches. Les profils des 3 puces d’un sous-type sont relativement uniformes.
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Par ailleurs, les trois sous-populations de DC fraiches expriment des profils trés différents

(fig. 22B).

La premicre condition de sélection des geénes est que ceux-ci soient différentiellement
exprimés entre les DC CD4- et les autres sous-types de DC. Les génes différentiellement
exprimés dans ces trois sous-populations de DC fraiches ont été analysés par le logiciel
Genespring. Comme 1’indique le diagramme de Venn, 119 sont différents entre les DC CD4-
et CD4+, 222 entre les DC CD4- et les pDC, et 206 entre les pDC et les DC CD4+ (fig. 23).
L’expression de ces genes est différente entre les sous-populations 2 a 2 (Tableaux 2, 3, 4).
Les genes fortement exprimés dans une sous-population par rapport aux deux autres
constituent des marqueurs. Ceux-ci nous intéressent car ils peuvent permettre des définir des

fonctions différentes entre les DC, et en particulier dans la cytotoxicité.

Parmi ces genes, certains constituent des controles positifs. Ainsi, le CD4 est absent des DC

CD4- mais présent dans les DC CD4+ et les pDC.
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Systematic

20813574
21810525
21417316
21447886
21911962
21285864
21340717
21322489
22163721
22061874
21545404
21167391
20770479
21950643
21725832
21538185
22354562
21756825
20907155
22134981
21872819
21849755
21575136
22166930
21533071
20789383
21540911
21560715
22386261
21457059
21220134
21603706
21317103
21800532
22085884
21135242
21388009
22312526
21450053
22117100
22178634
21084110
22156064
21109102
20985232
20764122
20795614
21010981

21542972
21268703
21563155
21454384
21066164
21529540
22390733
21243387
21090387
21341724
22049454
21712113
21421685
20859397
21393713
21986569
21625132
21944201

21742086
21715704
20772656
22020445
21903125
22204582
21640737
21995509
20823028
21157555
22399661

22075972
22398781

22134369
21559876
22409309
21475654
22236317
21042744
21573794
21139516
22417106
21941445
21140654

20783053
22074547
21672096
21271326
22384771

21971890
21317990
20872043
22413334
21509365
21376564
21531029
21620302
20793850
21081279
22352590
22085484
22299076
20759443
22166232
22164048
21130456
21237333
21006416
21454840
21094352
22356204
20788046
21660968

FC CD4-/CD4+|
353,792
323,556

Gene_Name
alanyl (membrane) aminopeptidase
null

null
interferon consensus sequence mnmng protein 1
transforming growth factor, beta in

sim to ZFP213

nuil
palmitoyl-protein thioesterase 2

RAS, guanyl releasing protein 3 (predicted)
ribonuclease, RNase A family 4

thromboxane A synthase 1

B and T lymphocyte associated

G protein-coupled receptor 44

lysosomal-associated membrane protein 3

RAB31, member RAS oncogene family

mast cell peptidase 2

claudin 1

similar to scavenger receptor cysteine-rich type 1 protein CD163¢-
cameps nL

nu

a\dehyde dehydrogenase 2
simiar to RIKEN cONA E130201N16 (precictod)
neurexophil
matrix meiaanmtemase 25 (predicted)
(acid (predict

nuil
Simitar to KIAA1749 protein (predicted)

chimerin (chimaerin) 2

caspase recruitment domain family, member 10 (predicted)
[phosphatidic acid phosphatase 2a

endothelial differentiation, lysophosphatidic acid G-protein-coupled

u
tribbles homolog 1 (Drosophila)
i

nu
similar to RIKEN cDNA 9030625A04 (predicted)
similar to Expressed sequence AW 146242 (predicted)
toll-like receptor

chemokine (C-X-C motif) ligand 9

glycoprotein méb

sphingomyelin phosphodiesterase 3, neutral
v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog
nuil
ypothatical LOG208077

lar to 1190005106Rik protein (predicted)
imiarto RIKEN cONA 2610318015 (predicted)
nuil

null

r to mMKIAA1300 protein (predicted)

ull
azal- type serine protease inhibitor domain 1
lectin, galactose binding, soluble 1
null

null
palmitoyl-protein thioesterase
drebrin 1

L (25"

protein kinase G and casein kinase subslrale in neurons 1

disabled homolog 2 (Drosophila) interacting prot

solute carrer family 28 (sodium-couplod noeosie transporter), n]

NCK-associated

sema domain, lmmunoglobmm domain (Ig), and GPI membrane ar
nuil

i

i
keratin complex 2, basic, gene 8

phytanoyl-CoA dioxygenase domain containing 1
G protein-coupled receptor 15 (predicted)

CD63 antigen

chemokine (C-C motif) receptor 9

nuil
vesicle-associated membrane protein 5
ryanodine receptor

G protein-coupled receptor 43
mler\eukm 1 receptor, type |

) pro\emmup\ed receptor 64
null

PTK2 protein tyrosine kinase 2

RIKEN cDNA 1110002H13 (predicted)

null
transmembrane 7 superfamily member 3
plasminogen activator, urokinase receptor
insulin-like 6

null

[mmunoglobuin superfamily, member 6

Panther_Family_Name
[AMINOPEPTIDASE

THROMBOSPONDIN

INATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-RELATE
INTERFERON REGULATORY FACTOR

FASCICLIN DOMAIN CONTAINING PROTEIN
LEUCINE RICH REPEAT PROTEIN

WAP DOMAIN CONTAINING PROTEASE INHIBITOR
GALACTOSYLTRANSFERASE-RELATED

B CELL LINKER PROTEIN-RELATED

PALMITOYL-PROTEIN THIOESTERASE-RELATED
G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
GUANINE NUCLEOTIDE DISSOCIATION STIMULATOI
RIBONUCLEASE
CYTOCHROME P450
null
G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
LYSOSOME-ASSOCIATED MEMBRANE GLYCOPROT
RAB-RELATED SMALL G PROTEIN
SERINE PROTEASE - RELATED
DIN
MACROPHAGE SCAVENGER RECEPTOR TYPE | ANI
CYSTEINE PROTEASE-RELATED
null
| ALDEHYDE DEHYDROGENASE-RELATED
FAMILY NOT NAMED
NEUREXOPHILIN
MATRIX METALLOPROTEINASE
[ACID CERAMIDASE - RELATED
TUMOR PROTEIN D52-RELATED
FAMILY NOT NAMED
GTPASE ACTIVATING PROTEIN
null
PHOSPHATIDIC ACID PHOSPHATASE
G-PROTEIN COUPLED RECEPTOR
SUGAR-PHOSPHATE NUCLEOTIDYL TRANSFERASE
PROTEIN KINASE
null
null
FAMILY NOT NAMED
LEUCINE RICH REPEAT PROTEIN
CXC CHEMOKINE-RELATED
MYELIN PROTEOLIPID-RELATED

nui
INEUTRAL SPHINGOMYELINASE Il
PROTEIN KINASE

FAMILY NOT NAMED

null

null

ul
MYOSIN HEAVY CHAIN
ARYLSULFATASE

null

ull
INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR BINDING PROTEIN
GALECTIN
FAMILY NOT NAMED
CXC CHEMOKINE LIGAND
PALMITOYL-PROTEIN THIOESTERASE-RELATED
CORTACTIN-RELATED
FAMILY NOT NAMED
null
RAS GTPASE-ACTIVATING PROTEIN-RELATED
INUCLEOSIDE PERMEASE NUPC
MEMBRANE-ASSOCIATED PROTEIN HEM
PLEXIN/SEMAPHORIN
LEUCINE RICH REPEAT PROTEIN
KELCH-RELATED

nui
KERATIN TYPE I/HSP 70-RELATED
PHYTANOYL-COA ALPHA-HYDROXYLASE
G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
TETRASPANIN - RELATED

G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
DELTEX

RYANODINE RECEPTOR-RELATED
G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
INTERLEUKIN-1 RECEPTOR-RELATED
FAMILY NOT NAMED

G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR

null

PROTEIN KINASE

null

DUFFY BLOOD GROUP ANTIGEN

SEVEN TRANSMEMBRANE PROTEIN TM7SF3

UROKINASE PLASMINOGEN ACTIVATOR SURFACE

INSULIN-LIKE PEPTIDE INSL6

null

IMMUNOGLOBULIN SUPERFAMILY 6 PROTEIN DOR/
RELATED C2H2-TYPE ZINC-FINGER PROTEI!

(0 Trithorax homolog 2 (Mixed lineage leukemia gene

guanylate cyclase 2C
interferon regulatory factor 6 (predicted)
nuil

fibroblast growth factor 18
null

syncollin
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type substrate 1
nuil

nuil
G protein-coupled recoptor 65 (predicted)
Wt inhibitory fa

CD4 antigen

lhypothetical LOC315055 (predicted)
similar to TREM-3 (predicted)

ul
WNT RELATED

GUANYLATE CYCLASE-RELATED
INTERFERON REGULATORY FACTOR
CALMODULIN-RELATED

null
HEPARIN-BINDING GROWTH FACTOR FAMILY MEM|
[ TUMOR NECROSIS FACTOR RECEPTOR-RELATED
SYNCOLLIN

SHP SUBSTRATE

EPHRIN-B

SHP SUBSTRATE

G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
FIBRILLIN/NOTCH-RELATED

T-CELL SURFACE GLYCOPROTEIN CD4

WD40 REPEAT-RELATED

INATURAL KILLER CELL P44-RELATED

up VIl (platelet-acti factor
nuil

interleukin 22 receptor, alpha 2

interleukin 1 receptor antagonist

null

nuil

uterine sensitization-associated gene 1 protein

keratin complex 2, basic, gene 7 (predicted)

acetyl-Coenzyme A synthetase 2 (AMP forming)-like (predicted)
C-type (calcium dependent, carbohydrate recognition domain) lect

ATELET-ACTIVATING FACTOR ACETYLHYDROLA!
null

INTERLEUKIN RECEPTOR

INTERLEUKIN-1-BETA

SCLEROSTIN
KERATIN TYPE I/HSP 70-RELATED
BICOID HOMEOBOX PROTEIN-RELATED

INATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-RELATI

antigen presenting cell lectin-like receptor A

INATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-RELATE
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Tableau 5 Comparaison des  génes
différentiellement exprimés par les DC CD4- et
DC CD4+. Les résultats sont analysés avec le
logiciel genespring. Seuls sont représentés les
geénes significatifs (p=0,05). Les résultats sont
représentés en ratios DC CD4-/ DC CD4+.
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Name Fanthor_Fam
21340717| 1146,207 [nul /AP DOMAI CONTAINING PROTEASE INHIBI
21810525 397263 [nul THROMBOSPONDIN

21137591| 386,010 [similar to 4930506M07Rik protein (predicted) nuil

20813574 304,458 lanyl (membrane) aminopeptidase [AMINOPEPTIDASE

20895833| 204941  [similar to RIKEN cDNA 1100001H23 FAMILY NOT NAMED

22380261| 288237 (acia |ACID CERAMIDASE - RELATED

21160798 2855812 [nul NK CELL REGEPTOR RELATED

21265864| 268364 |sim to ZFP213 LEUCINE RICH REPEA

21042798| | 230,645 [nepatocyte growih factor activator nhibior © SERINE PROTEASE INHIBITOR | RELATED
20776110| 221422 gen-activated protein kinase-activated protein kinase JPROTEIN KINAS

S2770034| 205501 [l ive recopior s CEGGINE RIGH REPEAT PROTEIN

21834380 199904  [nul LIM HOMEOBOX PROTEIN-RELATED

22075012 191798 o dimorizaiion protein 1 5-A

22104385| 190365  [ca3s anti G056 ANTIGEN-RELATED

50785651 188,324 |castration induced prostatic apoptosis-rolated protein 1 [nul

21830464| 1775510  [nun il

21315357 1711156 [nul nuil

21791372| | 167427 [ankyrin repeat and SOGS box-containing protein 2 ANKYRIN-RELATED

21238165 163879 G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR

21a20754| 155332 kvl\er colleciin ke receptor famiy | member 1 nuil

21084110 140326 okine (G-X-C molti) ligan CXC GHEMOKINE-RELATED

22061874 135708 nuil

S3300a1| 126774 |acdicator of cytokinesis 9 nul

21853756| 124518 |ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 |ATP-BINDING CASSETTE TRANSPORTER-REL
22424515 1191646  [nul UBIQUITIN SPECIFIC PROTEASE-RELATED.
20789383| 108377  [similar to RIKEN GDNA E130201N16 (predicted) FAMILY NOT NAMED

22005084| 105970  [nul FER-1-RELATED

22190564|  97.714  [ohioride intracellular channel 2 GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE/ELONGATIO!
20845281|  94:597  [annexin A1 ANNEXIN

22330185  91.125 [ondothelial-specific receptor tyrosine kinase PROTEIN KINASE

21563155 90767 [nul OSIN HEAVY CHAIN

20750154| 85277 [family with sequence similarity 35, member A (predicted) [FAMILY NOT NAMED

21944394| 86,356 [integrin alpha TEGRIN ALPHAICOLLAGEN ALPHA
22357171|  86.005  [nul PROTEIN K

22220429  84:207  [NKR-P2, ortholog of human NKG2D NATURAL KILLER GELL SURFAGE PROTEIN.R
21911962  83.987 transforming growth factor, beta induced FASCICLIN DOMAIN CONTAINING PROTEIN
21980156  82:392  [nuil S PROTEIN-COUPLED RECEPTOR

21324462  78.486  [nul

20705840  78.369  [nui FAMILY NOT NAVED

21087713 567 |quinolinate phosphoribosyltransferase NICOTINATE-NUCLEOTIDE PYROPHOSPHORY!
21322489| 771278 [nui CALACTOSYLTRANSFERASE-RELATED
21783238 76524 |G protein-coupled receptor 157 FAMILY NO

21457059  76.452  [nuil TOMOR PROTEIN D52 RELATED

21721036 76,019 [nul [TRIPARTITE MOTIF PROTEIN-RELATE!
21418051 75721  [protein tyrosine type 8 (o TEI TYROSIN PHOSPHATASE-RELATEL
21167391 75330 [nui G PROTEIN-COUP!

S15a6735| 74398  [aimilar to scavenger rocepior cystoine-rich type 1 protein IMACROPHAGE SCAVENGER RECEPTOR TYPE
22312526 519 |nul il

21711705 70,057  [fibrinogen-iike 2 FIBRINOGEN AND ANGIOPOIETIN

21450053 68,761 [similar to RIKEN 6DNA 8030625404 (predicted) il

21872819 67,012  |claudin 1 cLAUDIN

21540011|  65.494  [neurexophilin 3 NEUREXOPHILIN

21330773| 64957 [Purkinjo cal protein 4 FAMILY NOT NAMED

22347268|  63.732 |sema domai domain (ig). RIN

21538185 01293 [BanaT ymphocyte aseociated

22206565| 61,099 LIPRIN-BETA

27584707 60:872  [minichromosome maintenance doficient 5, cel division cye| DNAREPLICATION LICENSING FACTOR-RELA
22170283 59.496 [nul

215e5620|  Se1as  [simir o TNFinduced proten (predicied) TUMOR NEGROSIS FACTORINDUGED PROTE
22386880 54,151  [adenosine A3 rex o PROTEIN COUPLED RECEPTOR

21023724/ 53149 [;ho GTPase aciaing protein 22 (predicted) FAMILY NOT NAI

22352053|  53.863 & PROTEIN COUPLED RECEPTOR

5733700 52905  |<asnase recruitment domain family, member 10 (predictod|nul

21719543  s2:815  [nun ADAM/ADAMTS TYPE METALLOPROTEASE
22054809| 52468 [nui NADRIN RELATED.

21182717 521283 [neuron navigator 1 (predicted) INEURON NAVIGATOR 3 - RELATED

21552269 51355  [nul FAMILY NOT NAMED

22166030 51072 [nul il

21545404  49.419  [palmitoyl-protein thioesterase 2 PALMITOYL PROTEIN THIOESTERASE RELAT
21341724| 491152 [nui CXC CHEMOKINE LIGAI

22390733|  49.135  |Kazal-type serine protease inhibitor domain 1 INSULIN-LIKE GROW T FACTOR BINDING PR
21328289|  48:651  [adencsing monophosphate deaminase 3 [AMP DEAMINASE

21000387  48.493  [nul FAMILY NOT NAMED

21168826 47.820  [nul INTEGRIN ALPHA/COLLAGEN ALPHA
21560715 46,061  |matrix metalioproteinase 25 (predicted) MATRIX METALLOPROTEINASE

21756825  44.769 |iysosomal-associated membrane protein 3 [YSOSOME ASSOCIATED MEMBRANE GLYCO)
20985232|  44.324  [sphingomyelin phosphodiesterase 3. neutral EGTRAL SPHINGOMYELINASE I

21406055  42.969  [RT1 class Il locus NG CLASS 1| BETA G

21616521 42.609  |EGFike madule containing, mucin-like, hormone receptor S PROTEIN COUPLED RECEPTOR

21816075 421608 [reticuior RETICULON-RELATED

zioaoeral  41ss  |Uoe a1, Poly] BETA-1,3-N-ACETYLGLUCOSAMINYLTRANSFE
21761409 39745 |polymeric immunogobuiin recept POLYMERIC-IMMUNOGLOBULIN RECEPTOR
21220134 35295 [Similar to KIAA1749 protein (predicted) FAMILY NOT NAMED

20770479|  38.119  |RAS, guanyl releasing protein 3 (predicted) GUANINE NUCLEOTIDE DISSOGIATION STIMUS
21694513  37.968  [nul PROTEIN KINASE

20813020  37.748  [vascular cell adhesion molecule 1 VASCULAR CELL ADHESION PROTEIN
22216879  37:543  [nul u

21130730 57100 fiopoisomeraso (ONA) 2 aioh NA TOPOISOMERASE I

22204491|  36.165 Guanine nucleotide oxchange factor (GEF) @ [T-CELL LYMPHOMA INVASION AND METASTA:
Siioasaa| 35035 o ARYLSULFATASE

21941172 35855 [asiivin A recoptor typo ke 1 PROTEIN KINASE

22134981| 35775  |mast cell poptidass SERINE PROTEASE - RELATED

52176138  35.304  |hairy and enhancer of spit 1 (Drosophila BASIC HELIX LOOP-HELIX TRANSCRIPTION FA
57206703| 54893  [simrar o MIKEN cONA 561031857 (oradictod)

22163721| 34562 [nul 5 CELL LINKER PROTEIN-RELATED

21100102  34:500  [nul nuil

22000893| 34372 [nun

21309794| 341196  [Down syndrome cell adhesion molecule-like 1 (predicted) [NEURONAL CELL ADHESION MOLECULE-RELA
20764122  33.957  |v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene ho{PROTEIN KINASE

21224870 33500 [simiar o hypotheiical protein FLU20276 (predicied) FAMILY NOT NAMED

21152307 320374 [nul LEUCINE RICH REPEAT PROTEIN

51603706 32164 [chimerin (chimaerin) 2 GTPASE ACTIVATING PROTEIN

22117100 31,793 similar to Expressed sequence AW 146242 (predicted) FAMILY NOT NAMED

21712113 31631 [drebri CORTACTIN-RELATE!

20858674  31:373  [5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 7 G-PROTEIN COUPLED RECEPTOR

21350720  29/634  |gamma.glutamyliransferase-like activity 1 GAMMA GLUTAMYL TRANSPEPTIDASES
21010081| 29.320 [nypothetical LOG298077 il

22040454  26:304  [paimitoyl-protein thioesterase PALMITOYLPROTEIN THIOESTERASE-RELAT
20040793 25892 [Rac GTPase-activating protein 1 (predicted) GTPASE ACTIVATING PROT!

21489610 25714  [nul IMMUNGGLOBULIN LIKE REGEPTOR FAMILY
21a17316| 25527  [nul NATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-R
22085084|  24.857 acid ROTEIN COUPLED RECEPTO

21056827  24:841  |similar to 2610036L13RIK protein (predicted) EOLYPYRIMIDINE TRAGT BINDING PROTEIN
21008655 24.740  [nui THYMIDINE KINASE

21421497 517 |brain abundant, membrane attached signal protein 1

21050795/ 21862 |oldding Uninhiiicd by benzimidasoles T hamelog, beta (S|MITOTIC GHECKPOINT SERINE/THREONINE P
21070407| 211178 galactose Specific le NATURAL ACE PROTEIN-RI
22135020 21027  [nul NG METALL OPROTEINASE RELATED
21037344| 19870 |similar to 8430438L13Rik protein (predicted) [ANKYRIN-RELATED

21289939 19,063 PX2, microtubule-associated protein homolog (Xenopus HTARGETING PROTEIN FOR XKLP2

22202068|  18.248  [dendritic cell inhibitory recepto NATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-R
22134689  18.049  [kinosin family member 23 (predicted) nu

22030722 171607  |ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAR), member ABC TRANSPORTER

21115231 17/591  [MARCKS-iike protein MARCKS-RELATED

21795a66| 171193 [nul NATURAL KILLER CELL SURFAGE PROTEIN-R
21478589  16:894 [polymeric immunoglobulin receptor POLYMERIC-IMMUNOGLOBULIN RECEPT
20889528 16,176  |deoxyribonuciease I-like DEGXYRIBONUCLEASE |

21391128 15,819 kinesin family member 23 (predicted) null

21873387  15:628  [kinesin family membs KINESIN-RELATED

21680634  14.202  [nul nu

21615376 14201  |similar to hypothetical protein MGC37914 (predicted)  |GLUTATHIONE S-TRANSFERASE

21953535 13.980 [prion protein MAJOR PRION PROTEIN

21583380 13,193 [nul FAMILY NOT NAMED

21135242 13085  [nul SUGAR-PHOSPHATE NUCLEOTIDYL TRANSFE|
21415069  12:821  [MARCKS-like protein MARCKSRELATED

21083459 12395 [ourinergic receplor P2X. igand-gated ion channel, P2x PURINOCEPTO!

22074859 0083 [ratty acid desaturase TABFATTY AGID DESATURASE

Sion1609| 0008 [inymocn beta ke protoin 1 PrvMOSIN BE

21624093 0065 3 FAMILY NOT NAMED

21278950 0064 [nul FAMILY NOT NAMES

21573794| 0064 [transmembrane 7 superfamily member 3 SEVEN TRANSMEMBRANE PROTEIN TM7SF3
21830139| 0058 [nul LEUCINE RIGH REPEAT PROT!

21037155 0055 |kinase insert domain protein receptor PROTEIN KINASE

20857242 0055 [nul )

20835043 0054 [thromboxane A2 receptor PROSTAGLANDIN RECEPTOR RELATED
21850395 0049 |transducin-iike enhancer of spiit 2, homolog of Drosophila { TRANSDUCIN-LIKE ENHANCER OF SPLIT/GRO!
21497995 0047 |protein C rocoptor, endotholial ENDOTHELIAL PROTEIN G RECEPTOR
21543004| 0046 [nut )

21727333| 0045 [protein tyrosine phosphatase, receptor type, PROTEIN-TYROSINE PHOSPHATASE-RELATEL
21481123 0043 [nul il

21431239 0,042 cellular retinoic acid binding protein 1 (mapped) INOSITOL MONOPHOSPHATASE-RELATED
21081788 0,036 pleckstrin homology domain containing, family H (with MyT[MYOSIN HEAVY CHAIN /OXYSTEROL BINDING F
21677405 0,035 tomatin STOMATIN-RELATI |
21943661 00033 [CD3 antigen, gamma polypeptide 7 et SURFAGE GLYGOPROTEIN GD3 DELTA
20850397 0032 [protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 1 [null

21091604| 0032 [ribonuciease, RNase A family, k6 RIBONUGLEASE

21012705 0031 [nui il

22007032 0031 similar to expressed sequence AAS36743 (predicted)

21932872 0030 [interieukin 2 receptor. beta chain IL2 REGEPTOR, BETA GHAIN

21350431 0028 laimilar to RIKEN GDNA 5033414002 (predictec) FAMILY NOT NAMED

22120088 0028 [nul n

22414709 0,028 slml\ar to KIAA1409 protein (predicted) nul

22165252 0027 [branched chain aminotransferase 1, cytosolic BRANCHED-CHAIN AMINO ACID AMINOTRANSH
22261333 0025  [ELL associated factor 2 FAMILY NOT NAMED

21536657 0022 [nul il

20955803 0,022 |similar to Hypothetical protein CBorf60 (predicted) FAMILY NOT NAMED

21412692 0021 [nul

21715704 0021 [nul KELcH-RELATED

21900627 0021 [nul MUSCLE-SPECIFIC PROTEIN 300-RELATED
20717595 0020 [nul PROTEIN KINASE

22201579 0020 [aspartate-beta-hydroxylase (predicted) ASPARTATE BETA-HYDROXYLASE:ASPARTYL,
21126332 0019 [discs, large homolog 2 (Drosophila) GUANYLATE KINASE-RELATED

21317990 0019 [nun u

22177010 0018 [SLAM family member  (predicted) NK CELL RECEPTOR-RELATED

22352590 0017  [CDa antigen T-CELL SURFAGE GLYGOPROTEIN CD4.
22243782 0017 ranin nuil

22062495 0017 [serine/threonine kinase 23 SERINE/THREONINE KINASE

21452608 0017 [fbrilin 1 FIBRILLINNOTCH-RELATED _

22423072 0017 [small inducible cytokine subfamily C. member 1 (ivmphotad SMALL INDUCIBLE CYTOK

21558126 0,016 [junctional adhesion molecule CTXRELATED TYPE | TRANSMEMBRANE PRO
21841708| 0016 |similar to RIKEN GDNA 2810427104; DNA segment, Chr 8,[FAMILY NOT NAMED

21856244 0016 [nul SYNAPTOTAGMIN

21611241 0016 [procaliagen, type XVIl, alpha 1 (predicted) INTEGRIN ALPHA/COLLAGEN ALPHA
21952200| 0015 [nul RAB-RELATED SMALL G PROTEIN

20858861 0015 [S100 calcium binding protein A3 5100 CALCIUM-BINDING PROTEIN

21131305| 0015 [nul nu

22218217 0014 [rotinoic acid nduced 3 RETINOIC ACID INDUGED G PROTEIN couPLE
20741018 0014 w stromal cell antigen 2 OMAL CELL ANTIGE!
21130516 0014 p.asmmgen activator, urokinase receptor OROKINASE PLASUINOGEN AGTIVATOR SURF
21501819 0014 & CELL LINKER PROTEIN-RELATE

21200235 0014 gruwth arrest specific 7 AF-4-RELATED

21567500 0013 [nul FAMILY NOT NAMED

21877710 0013  |wanscription factor 4 [ TRANSCRIPTION FAGTOR HTF-4-RELATED
21650594 0013 |zinc finger homeobox 1b ZING FINGER HOMEGDOMAIN PROTEIN
22075071 0013 [nuil FAMILY NOT NAMED

21333010 0013 [similar to HGFL protein nu

22301534| 0012 [nul NATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-R
22358186 0012 [oxtra collular link domain-containing 1 (predicted) CDa4 ANTIGEN

22024088 0011 |very low density lipoprotein receptor LOW DENSITY LIPOPROTEIN (LDL) FAMILY ME
20872037 0010 [nul TACTILE

21775095 0010 [nul

21385335 0010 nuil

22007672 0,009 [heparanase HEPARANASE-RELATED

21995509 0,009 [chemokine (C-C motif) receptor 9 G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR

21901355 0008 [nul FAMILY NOT NAMED

21040479 0008  |myosin 58 MYOSIN HEAVY CHAIN

21838072 0008 [nul HEPARAN SULFATE 3-0-SULFOTRANSFERASE
21748632] 0007 [calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit & LTAGE DEPENDENT CALCIUM GHANNEL G/
21398174 00007 glial cellline derived neurotrophic factor family receptor aly GDNF RECEPTOR ALPHA

21963632 0006 [nul HROMBOSPONDIN-RELATED

21451100 0,006 [solute carrier family 41, member 2 (predicted) FAMILY NOT NAMED

21980443 00006 [nul

21732743 0005 [nul VOLTAGE-DEPENDENT CALCIUM AND SODIUN
21620651 0004 [nun FAMILY NOT N

21175821 00004 |ploxin domain containing 2 (predicted) TOMOR ENDOTHELIAL MARKER 7.RELATED
21326521 0004 [nul NATURAL KILLER GELL SURFAGE PROTEIN-RE
21602386 0004 [nul |
21093754 0003 [nul CHONDROdA isé\(omms;emss RELAT
21987485 0,002  [CDS antigen, beta chain T-CELL SU COPROTEIN CD8 BETA ¢
21792235 0002 [nul |
21256269 0,001 [muscle glycogen phosphorylase SUYCOGEN PHOSPHORYLASE RELATED
22004589 0,000 _|similar to Myeloid cell surtace antigen CD33 precursor (apqSIALIC ACID BINDING IMMUNS IN-LIKE

Tableau 6. Comparaison des génes
différentiellement exprimés par les DC CD4-
et pDC. Les résultats sont analysés avec le
logiciel genespring. Seuls sont représentés les
geénes significatifs (p=0,05). Les résultats sont
représentés en ratios DC CD4-/ pDC.
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i FC
22164048 416,08
22356204 304,36
21094352 293,48
21168826 211,93
20889528 207,02
21620302 168,73
21237333 14934
20793850 147,29
20788046 144,48
21719543 138,12
21475654 133,98
22085484 129,46
21130456 12130
21454840 115,49
22166232 114,93
21791372 114,20
21980156 111,27
21157555 102,91
20967963 100,03
21328289 98,24
20823028 9514
21816975 92,09
20895833 86,08
21761409 8372
21531029 81,93
22202068 81,83
22384771 81,66
22330185 79.92
21795466 77.70
20776119 77,06
21830464 75,60
21944394 72,96
22000893 71,92
21979497 70,96
22135029 69,45
21834380 69,30
22413334 69,22
22075012 68,13
20759443 67,83
20858674 67,45
22075972 66,58
22357171 66,00
22424515 6529
21393713 64,98
21152397 64,63
21169798 6372
22190564 63,61
21509365 60,07
21330773 59,71
21615376 59,26
21944201 56,48
21081279 55,10
21971890 54,94
21998913 53,33
21137591 52,65
21140654 52,38
22209076 51,53
21565934 50,17
20871156 48,62
21023724 48,48
22294582 48,38
21953535 48,37
21613561 47,98
21177701 47,02
22030722 46,58
21271326 44,74
20718851 44,74
21298584 44,71
21037344 44,29
21202034 4378
22417106 42,50
21238165 42,40
22176138 40,21
21903125 39,99
21078279 39,50
21942798 38,31
22236317 37,50
21660968 35,78
21182717 34,84
21391128 34,12
21652858 34,11
22216879 33,86
20845281 33,62
21640737 32,91
21042744 32,43
21478589 3222
22206568 31,02
21224870 30,84
22179283 2972
20785651 2876
22020445 2874
21083459 2819
22352953 2814
21552269 27,83
22347268 26,70
21986569 26,64
20783053 26,02
21941445 25,81
20813020 24,37
21406355 24,08
21616521 23,94
20872043 2378
21151573 21,98
21783238 21,81
22134369 21,49
21472298 21,34
22017760 21,03
21562817 20,25
22074547 19,20
21794482 1881
22024047 18,09
21315357 18,03
22409309 17.77
20940793 16,82
21672096 16,21
21941172 15,93
21853756 15.84
22386880 15,62
22309481 15,42
22131885 15,27
21559876 1317
22399661 13,01
21210072 0,08
21536657 0,07
21611241 0,06
22243782 0,06
22007672 0,06
22414709 0,05
21950543 0,05
21775095 0,05
21388009 0,05
21126332 0,04
22423072 0,04
21667821 0,04
22074859 0,04
21981664 0,04
21850395 0,04
21481123 0,04
22291579 0,04
21326465 0,03
22354562 0,03
20835943 0,03
21081788 0,03
22257867 0,03
21431239 0,03
21624093 0,03
21398174 0,03
21727334 0,03
21131305 0,03
20741018 0,03
21806573 0,03
21792235 0,03
20795614 0,03
21091604 0,03
20955803 0,03
21963632 0,03
21037155 0,03
21893422 0,03
21543004 0,03
21542972 0,03
22062495 0,03
21006072 0,02
22281333 0,02
21602386 0,02
22330317 0,02
22358186 0,02
22218217 0,02
20717595 0,02
21748632 0,02
21299235 0,02
21175821 0,02
21243387 0,02
21856244 0,02
21948558 0,02
20858861 0,02
21040479 0,02
21529540 0,02
21385335 0,02
21841708 0,02
22120088 0,01
21952209 0,01
22335240 001
22156064 0,01
20872937 0,01
21677405 0,01
21620651 0,01
21932872 0,01
22301534 001
21989443 0,01
22024068 0,01
21732743 0,01
21591819 0,01
21451109 0,01
21326521 0,01
21497995 0,01
21901355 0,01
22075071 0,01
21093754 0,01
21567500 0,00
21575136 0,00
21012705 0,00
21943661 0,00
21987485 0,00
21255269 0,00
21838072 0,00
22094589 0.00

Gene_Name
interleukin 22 receptor, alpha 2

acetyl-C A 2 (AMP fc lik
keratin complex 2, basic, gene 7 (predicted)

null

deoxyribonuclease I-like 3

null

null
G protein-coupled receptor 68 (predicted)

C-type (calcium dependent, carbohydrate recognition domain) lectin, supe
nuill

PTK2 protein tyrosine kinase 2

hypothetical LOC315055 (predicted)

interleukin 1 receptor antagonist

uterine sensitization-associated gene 1 protein

null
ankyrin repeat and SOCS box-containing protein 2
null

vesicle-associated membrane protein 5
development and differentiation enhancing factor 2 (predicted)
adsnosine monophosphate deaminase 3
ull
reticulon 1
similar to RIKEN cDNA 1100001H23
polymeric immunoglobulin receptor
null
dendritic cell inhibitory receptor 2
interferon regulatory factor 6 (predicted)
endothelial-specific receptor tyrosine kinase
null

protein protein kinase 3
null

integrin alpha M

null

galactose N- I specific lectin 1
nuill

it

S dimerizstion protein 1

, aroup VI
5-1 hydn:xylryptamme (serotonin) receptor 7
G protein-coupled receptor 43
null

factor Pl

null
disabled homolog 2 (Drosophila) interacting protein
null

null
chioride intracellular channel 2
yncollin
Purkinje cell protein 4
similar to hypothetical protein MGC37914 (predicted)
sema domain, immunoglobulin domain (1), and GPI membrane anchor,
Wt inhibitory factor 1
null
death-associated kinase 2
similar to 4930506M07Rik prctem (premcteu)
immunoglobulin superfamily, m
similar to TREM-3 (predicted)
phaspholipase A2. graup IVA (cytosolic, calcium-dependent)
death associated protein kinase 1 (predicted)
Rho GTPase activating protein 22 (pred\c&ed)
G protein-coupled receptor 15 (predicted)
prion protein
null
null
ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1A
guanylate cyclase 2C
null

null

similar to 84304351 13Rik protein (predicted)

colony stimulating factor 1 receptor

insulin-like 6

null

hairy and enhancer of split 1 (Drosophila)

phytanoyl-CoA dioxygenase domain containing

non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor prmem 2 (predicted)

hepatocyte growth factor activator inhibitor 1

similar to RIKEN cDNA 1110002H13 (predicted)

antigen presenting cell lectin-like receptor A1

neuron navigator 1 (predicted)

kinesin family member 23 (predicted)

Ly-49 stimulatory receptor 3

null

annexin A1

CD63 antigen

null

polymeric immunoglobulin receptor

null

similar to hypothetical protein FLJ20276 (predicted)
ull

castration induced prostatic apoptosis-related protein 1
keratin complex 2, basic, gene

receptor P2X, ion channel, 1
null
nuill

sema domain,

Panther_Family_Name
INTERLEUKIN RECEPTOR

BICOID HOMEOBOX PROTEIN-RELATED

KERATIN TYPE II/HSP 70-RELATED

INTEGRIN ALPHA/COLLAGEN ALPHA
DEOXYRIBONUCLEASE |

SHP SUBSTRATE

null

G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR

INATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-RELAT!
[ADAM/ADAMTS TYPE METALLOPROTEASE
PROTEIN KINASE

WD40 REPEAT-RELATED

INTERLEUKIN-1-BETA

SCLEROSTIN

null

[ANKYRIN-RELATED

G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR

DIFFERENTIATION ENHANCING FACTOR 1-RELATE!
AMP DEAMINASE

DELTEX

RETICULON-RELATED

FAMILY NOT NAMED
PPOLYMERIC-IMMUNOGLOBULIN RECEPTOR
EPHRIN-B

INATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-RELAT!
INTERFERON REGULATORY FACTOR

PROTEIN KINASE

INATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-RELAT!
PROTEIN KINASE

null
INTEGRIN ALPHA/COLLAGEN ALPHA

null

INATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-RELAT!
ZINC METALLOPROTEINASE-RELATED

LIM HOMEOBOX PROTEIN-RELATED

[ TUMOR NECROSIS FACTOR RECEPTOR-RELATED
B-

PLATELET-ACTIVATING FACTOR ACETYLHYDROLA!
G-PROTEIN COUPLED RECEPTOR

G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR

PROTEIN KINASE

UBIQUITIN SPECIFIC PROTEASE-RELATED

RAS GTPASE-ACTIVATING PROTEIN-RELATED
LEUCINE RICH REPEAT PROTEIN

INK CELL RECEPTOR-RELATED
GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE/ELONGATION FAC

CALMODULIN-RELATED
PROTEIN KINASE
null
IMMUNOGLOBULIN SUPERFAMILY 6 PROTEIN DOR,
INATURAL KILLER CELL P44-RELATED
PHOSPHOLIPASE A2
DEATH-ASSOCIATED PROTEIN KINASE
FAMILY NOT NAMED
G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
MAJOR PRION PROTEIN
G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
CALPAIN-RELATED
[ABC TRANSPORTER
GUANYLATE CYCLASE-RELATED
null
null
[ANKYRIN-RELATED
PROTEIN KINASE
INSULIN-LIKE PEPTIDE INSL6
G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
BASIC HELIX-LOOP-HELIX TRANSCRIPTION FACTO!
PPHYTANOYL-COA ALPHA-HYDROXYLASE
GROWTH FACTOR RECEPTOR-BOUND PROTEIN 2-F
SERINE PROTEASE INHIBITOR-RELATED
ull
NATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-RELATI
INEURON NAVIGATOR 3 - RELATED
null
INATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-RELAT!
null
ANNEXIN
TETRASPANIN - RELATED
IDUFFY BLOOD GROUP ANTIGEN
POLYMERIC-IMMUNOGLOBULIN RECEPTOR
LIPRIN-BETA
FAMILY NOT NAMED
null
null
KERATIN TYPE II/HSP 70-RELATED
P2X PURINOCEPTOR
G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
FAMILY NOT NAMED

domain (Ig), domain (TMYP!

solute carrier family

similar (o Trithorax hemeleq 2 (Mixed lineage leukemia gane homoloa 2
ull

Vascular cell adhesion molecule 1

RT1 class II, locus DOb

EGF-like module containing, mucin-like, hormone receptor-like sequence

fibroblast growth factor 18

null

G protein-coupled receptor 157

null

integrin, alpha E, epithelial-associated

null

N-acylsphingosine amidohydrolase 1

null

tumor necrosis factor receptor superfamily, member 5
chemokine (C-C motif) receptor
null

nuill
Rac GTPase-activating protein 1 (predicted)
il
ctivin A receptor type ll-like 1
ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2
adenosine A3 receptor
dedicator of cytokinesis 9
null
G protein-coupled receptor 64
ryanodine receptor 3
fatty acid amide hydrolase
null

type XVII, alpha 1 (predicted)
neurogranin
heparanase
similar to KIAA1409 protein (predicted)
ribonuclease, RNase A family
il
tribbles homolog 1 (Drosophila)
discs, large homolog 2 (Drosophila)
small inducible cytokine subfamily C, member 1 (ymphotactin)
putative small membrane protein NID67

[ranacucin e omancer of split 2, homolog of Drosophila E(spl)
null

aspartate-beta-hydroxylase (predicted)

synaptotagmin-like 1

G protein-coupled receptor 44

thromboxane A2 receptor

bleckstrin homology dom:

null

cellular retinoic acid binding protein 1 (mapped)
LAG-3

containing, family H (with MyTH4 domain) m{

glial cell line derived neurotrophic factor family receptor alpha 2
protein tyrosine phosphatase, receptor type,

null

bone marrow stromal cell antigen 2

null

null

null

ribonuciease, RNase A family, k6

similar to Hypothetical protein C6orf60 (predicted)

null

kinase insert domain protein receptor

solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 3 (predicted)
null

similar to 1190005106Rik protein (predicted)
serine/threonine kinase 23

endothelial cell adhesion molecule

ELL associated factor 2

null

null

extra cellular link domain-containing 1 (predicted)
retinoic acid induced 3

null

calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 6
growth arrest specific 7

plexin domain containing 2 (predicted)

lectin, galaciose binding, soluble 1

DGLEOSIDE
KRAB-RELATED CoHz.TYPE ZING-FINGER PROTEIN
null
VASCULAR CELL ADHESION PROTEIN
MHC CLASS II BETA CHAIN
G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
HEPARIN-BINDING GROWTH FACTOR FAMILY MEMI
null
FAMILY NOT NAMED
FAMILY NOT NAMED
null
INTEGRIN ALPHA/COLLAGEN ALPHA
[ACID CERAMIDASE - RELATED
null
TUMOR NECROSIS FACTOR RECEPTOR SUPERFAI
G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
nut
il
GTPASE ACTIVATING PROTEIN
\WNT RELATED
PROTEIN KINASE
ATP-BINDING CASSETTE TRANSPORTER-RELATED|
G-PROTEIN COUPLED RECEPTOR
null
null
G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
RYANODINE RECEPTOR-RELATED
AMIDASE-RELATET

null
INTEGRIN ALPHA/COLLAGEN ALPHA

null

HEPARANASE-RELATED

null

RIBONUCLEASE

null

PROTEIN KINASE

GUANYLATE KINASE-RELATED

SMALL INDUCIBLE CYTOKINE A

null

DELTA 6-FATTY ACID DESATURASE

THYMOSIN BETA 4

TRANSDUCIN-LIKE ENHANCER OF SPLIT/GROUCHG
null

[ASPARTATE BETA-HYDROXYLASE:ASPARTYL/ASPA
SYNAPTOTAGMIN

G PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
PPROSTAGLANDIN RECEPTOR-RELATED

MYOSIN HEAVY CHAIN;OXYSTEROL BINDING PROTI
ADENYLOSUCCINATE SYNTHETASE

INOSITOL MONOPHOSPHATASE-RELATED

FAMILY NOT NAMED

GDNF RECEPTOR ALPHA

PROTEIN-TYROSINE PHOSPHATASE-RELATED

null

BONE MARROW STROMAL CELL ANTIGEN 2-RELAT
INATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-RELAT!
null

FAMILY NOT NAMED

RIBONUCLEASE

FAMILY NOT NAMED

THROMBOSPONDIN-RELATED

PROTEIN KINASE

ATP-DEPENDENT AMP-BINDING ENZYME FAMILY-RI
null

null

SERINE/THREONINE KINASE

CTX-RELATED TYPE | TRANSMEMBRANE PROTEIN
FAMILY NOT NAMED

null

null
CD44 ANTIGEN

RETINOIC ACID INDUCED G PROTEIN COUPLED RE
PROTEIN KINASE

VOLTAGE-DEPENDENT CALCIUM CHANNEL GAMMA
AF-4-RELATED

TUMOR ENDOTHELIAL MARKER 7-RELATED
GALECTIN

SYNAPTOTAGMIN

heparan sulfate 3B
S100 calcium binding protein e

myosin 58

null

null
similar to RIKEN cDNA 2810427104; DNA segment, Chr 8, ERATO Doi 5¢
null

ull
similar to RIKEN cDNA 4922503N01 (predicted)
glycoprotein mél

nuill

stomatin

null
interleukin 2 receptor, beta chain
null

null
very low density lipoprotein receptor
nuli

null
solute carrier family 41, member 2 (predicted)
null

protein C receptor, endothelial

cathepsin L
null

CD3 antigen, gamma polypeptide

CD8 antigen, beta chain

muscle glycogen phosphorylase
n

nu
similar to Myeloid cell surface antigen CD33 precursor (gp67) (Siglec-3) (

LFATE 3-O-SULFOTRANSFERASE
S100 CALCIUM-BINDING PROTEIN

MYOSIN HEAVY CHAIN

null

null

FAMILY NOT NAMED

null

RAB-RELATED SMALL G PROTEIN

null

MYELIN PROTEOLIPID-RELATED

TACTILE

STOMATIN-RELATED

FAMILY NOT NAMED

IL2 RECEPTOR, BETA CHAIN

INATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-RELAT!
null

LOW DENSITY LIPOPROTEIN (LDL) FAMILY MEMBE!

\VOLTAGE-DEPENDENT CALCIUM AND SODIUM CHA

B CELL LINKER PROTEIN-RELATED

FAMILY NOT NAMED

INATURAL KILLER CELL SURFACE PROTEIN-RELAT!

ENDOTHELIAL PROTEIN C RECEPTOR

FAMILY NOT NAMED

FAMILY NOT NAMED

CHONDROITIN 4-SULFOTRANSFERASE RELATED

FAMIL IAMED
CYSTHING PROTEASE-RELATED

null

T-CELL SURFACE GLYCOPROTEIN CD3 DELTA/GAI
T-CELL SURFACE GLYCOPROTEIN CD8 BETA CHAIN
GLYCOGEN PHOSPHORYLASE-RELATED

HEPARAN SULFATE 3-O-SULFOTRANSFERASE
SIALIC ACID BINDING IMMUNOGLOBULIN-LIKE LECT

Tableau 7. Comparaison des génes
différentiellement exprimés par les DC
CD4+ et pDC. Les résultats sont
analysés avec le logiciel genespring.
Seuls sont représentés les génes
significatifs (p=0,05). Les résultats sont
représentés en ratios DC CD4+/ pDC.
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Le deuxieme critere de sélection est la sous-régulation des génes avec la maturation. En effet,
il a été montré que ’activité cytotoxique des DC disparaissait avec leur maturation (Trinite et
al., 2005). Nous avons donc sélectionné différents génes dont I’expression diminuait apres 6h
ou 24h de stimulation avec le CpG 2006. Certains de ces geénes ont des roles connus dans la
cytotoxicité ou la phagocytose. Par ailleurs, certains de ces génes sont retrouvés dans des
hybridations soustractives suppressives réalisées précédemment. Ces hybridations
comparaient les genes différentiellement exprimés entre les DC CD4- cytotoxiques et les
BMDC. La surexpression des molécules choisies a partir des puces dans 1’hybridation

soustractive permet également de confirmer le choix des génes candidats.

Tableau 8. Liste de génes surexprimés dans les DC CD4- fraiches. Les résultats sont représentés en unités

arbitraires.
X 10° DC fraiches DC stimulées 6h DC stimulées 24h
Tsp-1 400 14 10
Pilrb 9156 51 6
Tm4sf3 7539 19 11
Cd3e6 28315 541 108
Nkr-p2 1317 62 73
Mpg-1 46897 1321 129
2B4 433 4 13
Cd13 6160 55 21
Cd226 149 16 17

La thrombospondine 1 (TSP-1) et son récepteur, CD47 nous paraissaient intéressants car il a
été montré que la liaison a CD47 pouvait entrainer une apoptose rapide et caspases-
indépendante de monocytes humains et de DC (Johansson et al., 2004). En outre, il semblerait
que CD47 puisse induire une mort cellulaire ne passant pas par les caspases dans des cellules
normales et leucémiques ((Mateo ef al., 2002); (Mateo et al., 1999)). Les cellules possédent
les caractéristiques classiques d’une apoptose telles que I’exposition des phosphatidylsérines,
la réduction du potentiel membranaire mitochondrial et le rétrécissement cellulaire. Nous
avons ensuite testé 1’activité cytotoxique des DC CD4- sur des clones de cellules Jurkat
déficients en CD47 (JIN). Les JIN sont tuées aussi efficacement que des Jurkat controle.
L’absence de CD47 a la surface des cibles n’a donc pas empéché 1’activité cytolytique des DC
CD4-. CD47 ne semble donc pas impliqué dans la cytotoxicité, cependant, le réle de la

thrombospondine-1 n’est pas totalement exclu.
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En effet, d’autres récepteurs comme CD36 sont également impliqués dans des mécanismes
d’induction d’apoptose (Li et al., 2003). Cette molécule est également impliquée dans les
phénomenes de phagocytose et il a €été montré récemment que CD36 pouvait participer a
I’ingestion de cellules apoptotiques via TSP-1 dans un but de tolérisation (Krispin et al.,
2006).

Le Macrophage gene 1 (Mpg-1) posseéde une certaine homologie avec la perforine (Spilsbury
et al., 1995) donc il pourrait intervenir dans des phénoménes de mort cellulaire. Nous ne
savons toutefois pas si cette molécule peut intervenir dans les phénoménes de lyse par les DC
car la perforine agit par un mécanisme faisant intervenir le calcium tandis que les DC tuent de
facon calcium-indépendante. Nous ne pouvons toutefois pas exclure totalement cette piste.
Les molécules 2B4, Pilrb et CD224 (DNAM) sont des récepteurs activateurs de la cytotoxicité
NK.

Le CD13 ou alanylaminopeptidase a été impliquée dans la régulation de la mort induite par le
TNF (Cowburn et al., 2006).

Le TM4SF3 est une tétraspanine qui est associ¢e aux tumeurs (Claas et al., 2005).
L’expression de certains de ces genes a été confirmée par PCR quantitative en temps réel
Tagman (fig. 24 et 25). Cette expression a été analysée sur les trois types de DC fraiches ainsi
que sur les DC CD4- stimulées 6h et 24h. Toutefois, nous n’avons pas confirmé I’expression

de ces molécules a un niveau protéique.
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Figure 24. Analyse de certains genes retenus par PCR quantitative en temps réel Tagman. Les molécules
ont été étudiées sur des échantillons des trois sous-populations de DC fraiches, ainsi que sur les DC CD4-

fraiches et stimulées 6h et 24h.
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Figure 25. Analyse de certains génes retenus par PCR quantitative en temps réel Tagman. Les molécules
ont été étudiées sur des échantillons des trois sous-populations de DC fraiches, ainsi que sur les DC CD4-

fraiches et stimulées 6h et 24h. (test statistique : Kruskal-Wallis puis test Dunn)

Toutefois, I’expression de Pilrb et de 2B4 ne semble pas spécifique des DC CD4- fraiches
puisqu’en Taqman, nous avons observé une expression plus forte de ces génes dans les DC
CD4+ (fig. 25). IIs ne répondent donc pas au premier critére. L expression de ces molécules
est toutefois diminuée avec la maturation des DC. Ces molécules sont quand méme
intéressantes puisqu’elles interviennent dans les mécanismes de cytotoxicité¢ NK.

Les fonctions de ces différentes molécules restent a étre explorées que ce soit au niveau de
I’activité cytotoxique des KDC, mais aussi sur les différentes fonctions des trois sous-

populations de rat.

2.3. Etude de NKR-P2 (manuscrit en préparation)

Parmi les molécules intéressantes retenues lors de 1’analyse des puces pangénomiques sur les
DC CD4- fraiches et stimulées, nous avons choisi d’étudier plus particuliérement la molécule
NKG2D (tableau 6) (fig. 26A). En effet, les cellules sensibles et non sensibles a la lyse par les
DC CD4- suivent un profil d’expression des ligands de NKG2D. Les cellules que 1’on
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considére comme résistantes a 1’action tumoricide des DC (P815, EL-4), n’expriment pas les
ligands murins de NKG2D alors que des cellules dites sensibles (YAC-1, Jurkat) expriment
ces ligands (Diefenbach et al., 2000). De plus, il a ét¢ montré que NKR-P2, I’orthologue chez
le rat du récepteur NKG2D, pouvait intervenir dans la mort de cellules tumorales induite par
les DC (Alli et al., 2004).

En outre, I’utilisation des puces pangénomiques de rat a permis de mettre en évidence une
diminution de ’expression du géne NKR-P2 en fonction de la maturation (fig. 26A). Ces
résultats ont été confirmés par PCR Tagman (fig. 26C). Cette diminution de I’expression du
geéne correle avec la disparition de la capacité cytotoxique des DC CD4™ au cours du temps.
Par ailleurs, 1’expression de NKG2D dans les KDC est importante car elle est supérieure a
celle observée dans une lignée NK de rat RNK16 mais uniquement lorsque les DC sont

immatures (fig. 26B).

A
50000 -

40000 -
30000 -

B immature
20000 - O CpG-matured

10000 -
04 .

CD4- DC CD4+DC pDC

mRNA expression (AU)

NKG2D NKG2D

mRNA expression (AU)
8
mRNA expression (AU)

Figure 26. Expression de NKG2D par les DC CD4-. (A) Résultats des puces. (B) Vérification de I’expression
du géne NKG2D par les différentes sous-populations de DC fraiches et matures par PCR quantitative en temps
réel. (C) Diminution de I’expression de NKG2D avec la maturation des DC CD4-.
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Figure 27. Effet de la protéine recombinante NKG2D-Fc¢ sur Dactivité cytotoxique des DC CD4 et des
RNK16. Un test de cytotoxicité au >'Cr a été réalisé en présence de cellules effectrices (DC CD4- ou RNK16) et
de cellules cibles (YAC-1 : sensibles ou EL-4 : résistantes) a un ratio 25 :1 pendant Sh. Les cibles avaient été
préalablement incubées avec une protéine recombinante NKG2D-Fc a différentes doses. Une protéine
recombinante TrFc a été utilisée comme contréle a la concentration maximum. Un contréle sans protéine
recombinante a également été réalisé. De 'EGTA (2mM) a été ajouté pour étudier I’effet de I’inhibition de Ca*".

L’utilisation d’une protéine de fusion recombinante NKG2D-Fc de souris lors d’un test de
cytotoxicité a permis de mettre en évidence 1’implication de ce récepteur dans la lyse des
cellules YAC-1 induite par les KDC (fig. 27A). En effet, on observe une inhibition dose-
dépendante de 1’activité cytotoxique des DC CD4- envers les cellules YAC-1 en présence du
NKG2D-Fc. Toutefois, cette inhibition n’est pas totale dans le cas des KDC car une lyse
résiduelle est observée avec 10pg/ml de protéine recombinante tandis qu’elle est complete
lors d’une lyse induite par des cellules NK de rat (RNK16). En revanche, on n’observe pas
d’augmentation de la lyse de cellules EL-4, normalement insensibles aux DC CD4-, en
présence de NKG2D-Fc. Ceci suggere une spécificité de la reconnaissance des cellules cibles
faisant intervenir le récepteur NKR-P2. De plus, le mécanisme emprunté par les DC
cytotoxiques est différent de celui qu’utilisent les RNK 16 puisque les DC tuent de fagon Ca*"-

indépendante alors que la lyse par les NK requiert du Ca®". Ces deux mécanismes différents
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excluent le fait que notre préparation cellulaire soit contaminée avec des cellules NK. Nous
avons en outre voulu observer si des cellules EL-4 transfectées avec Rae-1[3, un des ligands
murins de NKG2D, étaient plus sensibles a la lyse induite par les KDC (fig. 27B). Lors d’un
test de cytotoxicité, alors que les cellules EL-4 sont résistantes a 1’activité cytotoxique des
KDC et des NK, les EL-4-Rae sont lysées en partie. Ces résultats suggerent que ’activité
cytotoxique des DC implique en partie la molécule NKG2D.

Par ailleurs, nous avons regardé si le profil d’expression des ligands de NKG2D pouvait
correspondre a leur sensibilité a la lyse par les DC (fig. 28). Nous avons pour cela réalisé un
marquage de différentes lignées tumorales avec une protéine recombinante formée de la
partie extracellulaire du NKG2D murin ou humain liée a une séquence codant pour un
peptide signal humain grace a une région Fc d’une IgG1l humaine. Parmi ces lignées, les
cellules As84, YAC-1, Jurkat, EL-4-Rae et OSRGa sont sensibles a la lyse, tandis que les
cellules A20, C6, EL-4, ROS et ATGI1 sont résistantes (Trinite et al., 2005). Le profil
d’expression ne correspond pas complétement puisque les cellules As84 sensibles ne sont pas
marquées et que les cellules A20 et ROS qui sont résistantes, expriment des ligands de

NKG2D.

Bien que NKG2D semble impliqué dans I’activité cytotoxique des KDC, nous ne pouvons
établir de corrélation claire entre la présence de ses ligands a la surface de cellules tumorales
et leur sensibilité a la lyse. Il semblerait donc que NKG2D ne puisse expliquer totalement la
reconnaissance des cibles et 1’activation de I’activité cytotoxique des DC. Nous n’avons pu
identifier d’expression protéique de ce récepteur a la surface des DC, toutefois, la forte
expression du messager, qui est supérieure a celle observée dans la lignée NK de rat, RNK16,
suggere que cette molécule a un réle dans les KDC. Par ailleurs, il a ét¢ montré que des DC
de rat pouvaient exprimer la protéine NKG2D (Alli et al., 2004). En effet, cette équipe a
généré un anticorps monoclonal contre NKR-P2 et a observé son expression a la surface de
DC spléniques et ganglionnaires isolées de rats porteurs de tumeurs histiocytiques AK-5.
Cependant, les DC ont été préparées apres sélection des cellules OX62 puis culture d’une
nuit. Ces DC sont CMH II+ 0X62+ SIRPa+ CD86+ et sont donc différentes des KDC qui
sont immatures. Toutefois, les auteurs ont montré que le prétraitement des DC avec cet
anticorps augmente leur capacité lytique. De méme, le prétraitement de cellules cibles avec
une protéine NKR-P2-GST inhibait I’apoptose de ces cibles (Alli et al., 2004). Par ailleurs,
I’injection in vivo de I’anticorps induit 1’activation des DC et un retard de la progression

tumorale. Nous ne disposons pas de cet anticorps.
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Figure 28. Profil d’expression des ligands de NKG2D sur des cellules tumorales. Différentes lignées
tumorales sensibles ou non a la lyse par les DC ont été marquées avec une protéine recombinante NKG2D-Fc
de souris ou humaine pour les cellules Jurkat. Le marquage a ensuite été révélé avec un anticorps monoclonal
anti-IgG humaine couplé a la biotine puis une streptavidine-PE. L’histogramme bleu représente le marquage

NKG2D et I’histogramme rouge représente le contrdle sans NKG2D-Fc.

2.4. Recherche de marqueurs dans la sous-population CD4-

Nous avons par ailleurs recherché I’expression différentielle de molécules au sein de la sous-
population de DC CD4-. En effet, il est possible que cette population ne soit pas uniforme et
soit constituée de plusieurs sous-types exercant des fonctions plus ou moins différentes. La
présence de DC CD4- dans les zones T et dans la pulpe rouge suggere qu’il y a au moins deux
types de DC CD4-. Est-ce que ces deux types de DC exercent les mémes fonctions de

cytotoxicité et de phagocytose ? L’hypothése que seules les DC des zones T soient

123



Résultats-Partie 11

cytotoxiques laisserait penser qu’elles pourraient jouer un réle dans la délétion des LT
autoréactifs. Par contre, si c’était les DC CD4- localisées dans la pulpe rouge qui étaient
cytotoxiques, elles pourraient agir sur les cellules circulant dans le sang. Chez la souris, les
DC CMH II™™* sont retrouvées dans les zones T, tandis que les DC exprimant un marquage
CMH II™™* sont présentes dans la pulpe rouge. Nous avons essayé de déterminer si une
différence pouvait étre observée entre les DC CD4- CMH 1" et CMH 1™, Nous avons
pour cela trié les cellules, et nous les avons utilisées dans un test de cytotoxicité contre des

cellules YAC-1 (fig. 29).

—e— CD4- OX6 high
—=— CD4- OX6 low
—a— CD4+ OX6 low

% specific lysis
N
o

50:1 25:1 12:1 6:1 3:1 1:1
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Figure 29. Capacité cytotoxique des DC CD4- OXG6 fortes et faibles. Les DC ont été triées par FACS

selon leur niveau de CMH II et un test de cytotoxicité a été réalisé contre des cellules YAC-1 (5h).

fbles entrainaient plus efficacement

Nous avons ainsi pu déterminer que les DC CD4- CMH 11
la lyse de cellules tumorales. Ces résultats sont cohérents avec le fait que Dactivité
cytotoxique est lice a I’état de maturation des DC. Plus les DC sont matures, plus elles
expriment de CMH II et moins elles tuent de maniére efficace. De plus, ces DC CMH I1™"°'
correspondraient plus aux DC présentes dans la pulpe rouge. Celles-ci moins matures
pourraient alors capturer des antigeénes dans la pulpe rouge et migrer ensuite dans les zones T
pour présenter ces antigénes aux LT. Cette hypothése serait cohérente avec le fait que les DC

CD4- trouvées dans les zones T soient plus matures.
Le fait qu’il y ait peut-étre plusieurs types de DC CD4- suggere d’autres hypotheses :

Serait-il possible que la fonction cytotoxique soit assumée par certaines DC CD4- tandis que

d’autres soient responsables de la phagocytose des cellules cibles ?
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Est-ce que la population de DC CD4- contient 1’équivalent des NKDC ou IKDC récemment

découvertes chez la souris ?

Nous avons cherché a affiner le phénotype des DC CD4-. Nous avons donc étudié¢ par FACS
I’expression de nombreuses molécules et regardé si on pouvait définir plusieurs sous-
populations. Les molécules différemment réparties pourraient alors constituer des marqueurs
au sein des DC CD4-. Nous avons tout d’abord testés 53 marqueurs dont nous disposions chez
le rat sur des cellules spléniques de basse densité. L’expression de ces marqueurs a été
analysée sur les cellules CMH II+ OX62+ CD4-, puis sur des cellules OX62 totales et CD4-

purifiées. Plusieurs molécules exprimaient des marquages hétérogenes (fig. 30).

|

Figure 30. Marqueurs potentiels pour discriminer plusieurs sous-populations de DC. Ces marqueurs

ont été analysés par FACS sur des cellules de nycodenz aprés sélection des cellules CMH 11+ OX62+.

Parmi ces marqueurs, 1’OX43 qui est un marqueur de macrophages, d’érythrocytes et de
cellules endothéliales ; le 2D11 qui est un anticorps généré dans notre laboratoire et qui
reconnait les DC CD4+ fortement et marque les DC CD4- de fagon intermédiaire, le CD44, le

CD32 et le CD11b montrent une expression différentielle avec des cellules négatives et
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positives parmi les DC CD4-. Ils pourraient permettre de définir plusieurs sous-populations de
DC CD4- pour lesquelles il faut définir les propriétés cytotoxiques et phagocytaires. Pour le
déterminer, il faudrait trier selon ces marqueurs différentes populations et les tester sur leurs

proprié¢tés de cytotoxicité, de phagocytose, de sécrétion de cytokines et de stimulation de

lymphocytes T.

Le tri des autres marqueurs précédemment décrits et leur utilisation dans un test de
cytotoxicité permettrait ainsi d’affiner le phénotype des DC cytotoxiques. Par ailleurs, nous
pourrions ainsi étudier la production d’IFN-y par les différentes populations isolées et ainsi
essayer d’identifier des cellules pouvant correspondre aux IKDC/NKDC chez le rat. Les DC
CD4- représentent 0,5% de cellules mononuclées chez le rat tandis que les IKDC représentent
2-3% des cellules CD11c+ de la rate chez la souris (Taieb et al., 2006). Nous pouvons en effet
imaginer que cette population soit trés rare dans nos cellules CD4- ce qui expliquerait le fait
que nous n’ayons pu détecter d’IFN-yen quantité suffisante par ELISA et par FACS

intracellulaire.
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Partie I11. Etude du réle in vivo des DC cytotoxiques

Article 2:

Killer dendritic cells link innate and adaptative immunity against

established osteosarcoma in rats

Camille Chauvin, Jean-Marie Philippeau, Francois-Xavier Hubert, Yohann Wittrant,
Francois Lamoureux, Benjamin Trinité, Dominique Heymann, Francoise Rédini and

Régis Josien
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3.1.Résumé de ’article 2

Nous avons précédemment identifi¢é une sous-population de DC spléniques, de phénotype
CMH 11 CD4- CD103+, possédant un potentiel antitumoral direct in vitro. Ces cellules tuent
leurs cibles selon un mécanisme original, indépendant des voies classiques d’induction de
mort par des récepteurs et indépendant des caspases. Cette activité cytotoxique est restreinte
aux DC a I’état immature et est accompagnée d’une ingestion rapide des cellules cibles par les
mémes DC tueuses (killer DC : KDC) suggérant que ces KDC puissent utiliser cette fonction
effectrice dans un but de présentation d’antigénes tumoraux. Cette hypothése a été testée dans
un modele d’ostéosarcome transplantable chez le rat. Les KDC ont tout d’abord été
expandues spécifiquement de maniére importante par un adénovirus codant pour le FIt3L
humain. Une lignée issue de cet ostéosarcome (OSRGa) est tuée et phagocytée par les KDC
expandues. Les KDC précédemment cultivées en présence d’OSRGa ont ainsi été injectées a
des rats porteurs d’ostéosarcome. Un retard de la progression tumorale voire une régression
ont été observés chez les animaux vaccinés avec des KDC préalablement incubées avec des
OSRGa par rapport a des KDC incubées avec une tumeur humaine controle. Ces résultats
suggerent que les KDC puissent présenter des antigenes tumoraux in vivo et ainsi induire des

réponses immunes adaptatives antitumorales.
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ABSTRACT

We previously reported that a distinct subset of spleen derived MHC 11 v cD103" CD4" rat
dendritic cells (DC) induced a rapid and caspase-independent apoptosis-like cell death in a
large number of tumor cells in vitro. This killing activity was restricted to the immature state
of killer DC (KDC) and was immediately followed by the engulfment of apoptotic target cells
by the same KDC suggesting that KDC could directly link innate and adaptive immunity to
tumors. Here we addressed this question using a transplantable rat osteosarcoma model. First
we found that in vivo KDC numbers could be specifically and strongly (up to 10-fold)
enhanced by FIt3L. A cell line derived from the osteosarcoma tumor (OSRGa) was efficiently
killed and phagocytosed by both normal and FIt3L-induced splenic KDC. Such tumor
antigen-loaded KDC were used to subcutaneously vaccinate large tumor bearing rats.
Vaccination with OSRGa loaded-KDC but not KDC loaded with an irrelevant tumor cells
(Jurkat) delayed tumor progression or even induced tumor regression. These results suggest
that KDC possess the intrinsic capability not only to kill and then engulf tumor cells but also
to efficiently present tumor cells-derived antigen in vivo and therefore to induce adaptive

immune response to tumor.
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INTRODUCTION

Dendritic cells (DCs) correspond to a rare population of hematopoietic cells present in all
lymphoid organs as well as in numerous tissues and non lymphoid organs. As their main
function is the antigen presentation to T lymphocytes, capable of inducing primary T-cell
responses, DC play important role in antitumor immunotherapy (Banchereau et al., 2000).
The use of DC in antitumor immunotherapy has raised a huge interest in different tumor
pathologies such as melanoma or prostate adenocarcinoma (Steinman et al., 2001). These
studies are based on the administration of autologous or allogenic DCs generated in vitro and
pulsed with tumor antigens defined in the form of tumor peptide, tumor lysates (Salcedo et
al., 2006; Li et al., 2007), apoptotic or necrotic tumor cells (Palucka, 2000), exosomes
(Wolfers et al., 2001), native RNA or RNA amplified from the tumor, stress proteins (Schuler
et al., 2003), viral vectors (Yu et al., 2004; Lotem et al., 2006). It has also been observed that
fusion of osteosarcoma cells to allogeneic bone marrow derived DC induce the rejection of
tumor in the rat (Yu et al., 2005).

Recent observation indicate, that in addition to their pivotal role in the induction of adaptive
immune responses, DC or more precisely, defined subsets of DC exhibit direct anti-tumor
cytotoxic activity in vitro. We previously reported that a subset of DC (killer DC, KDC) in the
rat exhibiting a MHC II'¥ CD4 CD103" CD11b" CD172a phenotype, induced an apoptosis-
like cell death in various tumor cells (Trinite et al., 2000; Trinite et al., 2005). KDC-induced
tumor cell death was independent of caspases and of the classical effectors of apoptosis such
as perforine-granzyme, TRAIL, FasL. and TNF-o. Importantly, the killing of tumor cells by
KDC was followed by a specific and rapid phagocytosis of the target cells, suggesting that
KDC could subsequently present tumor antigen (Trinite ef al., 2005). The in vivo role of this
particular subset of killer DC has not yet been elucidated. The capacity of killing and

engulfing tumor cells could enable KDC to acquire antigens from living cells in vivo. It could
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represent an unusual way of capture of tumor antigens by DC that could be used in
antitumoral immunotherapy to elicit a tumor-specific cytotoxic T cell response. Rare
populations of killer DC (NKDC and IKDC) were recently described in mice (Pillarisetty et
al., 2005; Chan et al., 2006; Taieb et al., 2006) that, unlike rat KDC also produced large
amount of IFN-y upon tumor cells encounter probably through NKG2-D-mediated
recognition. However, the capacity of NKDC or IKDC to phagocyte dead tumor cells
materials and to present tumor antigen in vitro or in vivo has not been demonstrated.

Here, we used a rat osteosarcoma model to address the capacity of KDC to induce specific
immune response to tumor in vivo. First, we show that FIt3L specifically expanded KDC in
vivo. In vitro, normal or Flt3L-induced isolated KDC killed and rapidly phagocyted a cell line
(OSRGa) derived form the osteosarcoma tumor. This direct antigenic capture pathway
allowed the KDC to induce tumor regression upon vaccination to osteosarcoma-bearing rats.
Importantly, osteosarcomas are the most frequent primary bone tumours that develop mainly
in the young and despite recent improvements in chemotherapy and surgery, the problem of
non-response to chemotherapy remains and current strategies for the treatment of high-grade
osteosarcoma fail to advance in its prognosis. Therefore, the developments of new therapies,

including immunotherapies as the one we described here are of great interest.
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Material and methods

Animals

Sprague Dawley rats obtained from the Centre d’Elevage Janvier (Le Genest St Isle, France)
and the OFA rats obtained from the Centre d’Elevage Charles River (IFFA-CREDO,
L’Arbresle, France) were housed under pathogen-free conditions in the Experimental
Therapeutic Unit (Nantes University Medical School, Nantes, France) in accordance with the
institutional guidelines of the French Ethical Committee and under the supervision of
authorized investigators and were used at 4-10 weeks of age.

Reagents

CFSE was purchased from Molecular Probes (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). The dead
Cell removal Kit was purchased from Miltenyi Biotech (Miltenyi Biotech, Paris, France).
Adenovirus

An adenovirus encoding human FIt3L (AdFIt3L) and a control adenovirus (AdI324 were
produced as previously described (Curtin et al., 2006). The titer was 5.8x10'" infectious
particles/ml. AdFIt3L and AdI324 were injected intravenously to SPD OFA rats.

Cell lines

The Yac-1 cell line was obtained from the European Collection of Cell Culture. The Jurkat
cell line was kindly provided by Dr. I. Anegon (Institut National de la Santé et de la
Recherche Médicale, Unité U643, Nantes, France). The OSRGa cell line was derived from
the corresponding osteosarcoma model (Thiery ef al., 1982). Non adherent cell lines were
cultured in complete RPMI and adherent cell lines in complete DMEM medium.

Flow cytometry

The OX6-allophycocyanine (APC)-Cy7, CD11b-PerCP-Cyanine-Cy5.5, CD4-phycoerythrine

(PE)-Cy7, CD45R-PE mAb were purchased from BD Biosciences (BD Biosciences, Le Pont
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de Claix, France). The R7/3, OX12 and OX62 hybridoma were obtained from European
Collection of Cell Culture (Salisbury, UK) and mAb were purified from supernatants by
Biorun, followed by coupling to AlexaFluor 488, FITC and AlexaFluor 647 respectively in
our laboratory. W3/25, 1F1, 3C5 and OX2 mAb were prepared in our laboratory from
hybridoma supernatants. Cells were stained with mAbs in 96-well plates and were analyzed
using a LSR II flow cytometer (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). Results were then
analyzed using the FlowJo software. CD4- DC, CD4+ DC and pDC were analyzed using the
0X6-APC Cy7, CD11b-PerCP-Cy5.5, CD4-PE Cy7, CD45R-PE, R7/3-Alexa488, OX12-
FITC, OX62-Alexa647 mAb. OX62+ CD4- DC and OX62+ CD4+ DC were identified after
gating on R7/3- OX12- CD11b+ CD45R- cells. CD45R+ CD4+ pDC were identified after
gating on R7/3- OX12- CD11b- cells.

Killer Dendritic Cells

Spleens were chopped into small pieces and digested in 2mg/ml collagenase D (Roche
Diagnostique, Meylan, France) and separated on a 14.5% Nycodenz gradient (Abcys, Paris,
France) as previously described (Trinite et al., 2005). For CD4 DC (KDC) subset
purification, a CD4 depletion was performed. Low density cells were incubated with W3/25
mAb at 4°C for 10 min, washed and then incubated with anti-mouse IgG-conjugated
Dynabeads (Dynal, Invitrogen, Cergy Pontoise, France) for 20 min. Depletion of positive
cells was performed on magnet (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). Cells were then
washed and incubated with OX62-conjugated microbeads at 4°C for 15 min (Miltenyi
Biotech, Paris, France). Positive selection was performed using the Automacs (Miltenyi
Biotech, Paris, France). The purity was routinely >90%.

Cytotoxic assays

The cytotoxic activity of DC was assessed in a standard 5h >'Cr-release assay as previously

described (Trinite et al., 2005). Specific release was calculated as (experimental release-
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spontaneous release/maximal release-spontaneous release)x100. Results are expressed as
mean + SD of triplicate wells.

Phagocytosis

Jurkat cells were stained with CFSE for 2 min at room temperature and centrifuged through a
Ficoll gradient to remove dead cells and washed twice in PBS. OSRGa cells stably transfected
with EGFP were harvested using Trypsin-EDTA. Jurkat cells and OSRGa cells were then
cultured with CD4" DC for 4h at an effector:target ratio of 25:1. Cells were then harvested and
DC were stained with OX6-allophycocyanin-Cy7 mAb and analyzed by FACS. Alternatively,
cells were sorted using a FACS ARIA (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) and
cytospins were performed with the cells and observed by fluorescence microscopy.
Osteosarcoma model.

The osteosarcoma was initially induced by a local injection of colloidal radioactive '**Cerium
in rats (Thiery et al., 1982) . The tumor can be re-grafted as described below and maintained in
vivo for many months, or fragments can be frozen until re-utilization. Using a right tibial
approach, the periostum of the diaphysis was opened and resected along a length of 5 mm,
underlying bone was intact. A 10 mm’ fragment of osteosarcoma was placed contiguous to the
exposed bone surface without periostum as previously described (Heymann et al., 2005). The
evolution of the tumor is comparable at the temporal (ratio 1:100 between rats and humans)
and physiological levels to the development of human osteosarcoma. Lung metastases are
observed in 75 to 90% of rats bearing advanced malignant bone tumors.

Vaccination of osteosarcoma-bearing rats with KDC

OFA rats were injected intravenously with 2.5x10'® infectious particles of AdFIt3L. Spleens
of injected animals were harvested 8 days later and CD4 DC were purified. DC were cultured
overnight with tumor cells at a 25:1 ratio in the presence of 1.5 ng/ml of murine GM-CSF to

enhance DC survival. Cells were harvested the next day and DC were separated from tumor
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cells by a centrifugation on a Nycodenz gradient. DC were then injected to tumor-bearing rats
14 days after tumor implantation, time corresponding to a progressive tumor with tumor
volume > 1200 mm’. Vaccinations were realized subcutanecously at different points of
injection and repeated weekly for 3 weeks.

For the injection of KDC that phagocytosed OSRGa GFP cells, KDC were previously
cultured for 4 hours in the presence of OSRGa GFP cells (ratio 25:1) first depleted of dead
cells, with 1.5 ng/ml of murine GM-CSF. Cells were then stained with an OX6-APC Cy7
mAb and MHC II+ GFP+ cells were sorted. Purity was routinely of 97.5%. Tumor-bearing
rats were then vaccinated with from 1.7x10° to 5x10° DC. Vaccinations were realized as
previously described for 3 weeks.

Statistical analyses.

For in vivo experimentations, the non parametric Willcoxon test was used to compare the
tumor volume (quantitative data) between controls and vaccinated animals. The cumulative
rate of overall survival was calculated according to actuarial method and the end point
considered was either death of animals or tumor volume superior to 40000 cm3. The

differences of actuarial survival were determined by the K2 test.
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4.2.4. RESULTS AND DISCUSSION

Killer DC efficiently kill and phagocytose osteosarcoma cells

As we previously shown (Trinite et al., 2005), rat CD4 0X62" DC (KDC) freshly extracted
from spleen induced rapid (4h) cell death in tumor target cells in vitro such as murine YAC-1
cells and the rat osteosarcoma cell line OSRGa (Fig. 1A). We then assessed whether killer DC
could acquire cellular materials from killed OSRGa cells in vitro. To this aim, KDC were
cultured with suspension of lived eGFP-expressing OSRGa cells for 4 hours and then
analyzed. For FACS analyses DC were stained with a MHC class II mAb and the
phagocytosis of target cells by KDC was assessed by the number of eGFP+ MHC II+ cells
(Fig. 1B). We found that 20.1 % of DC were also eGFP"®" suggesting they have phagocytosed
eGFP-OSRGa cell fragments. As a positive control we used CFSE-labelled Jurkat cells which
are also efficiently killed by KDC (Fig. 1B). To confirm the phagocytosis of OSRGa cells,
MHC II" eGFP" and MHC II" eGFP" cell populations were sorted by FACS and analysed by
microscopy (Fig. 1C). These results indicate that in vitro KDC can kill OSRGa osteosarcoma
cells and then acquire cellular fragments from dead cells.

Flt3L expand functional KDC numbers in vivo

A major hurdle in using KDC for tumor immunotherapy is their low number in vivo. FIt3L is
a key factor for the generation of DC in vivo (McKenna et al., 2000; Pulendran et al., 2000)
and administration of FIt3L has been shown to expand DC subsets in mice (Maraskovsky et
al., 1996; Lynch et al., 1997) and 0X62" DC in rats. We assessed whether FIt3L increased the
number of KDC and other splenic DC subsets in the rat. For this purpose, rats were injected
intravenously with 10'" infectious particles of an adenovirus encoding human FIt3L. We
confirmed the presence of high levels hFIt3L in rat serum by ELISA (data not shown). The
frequencies and absolute numbers of splenic DC subsets were determined at various intervals

by flow cytometry (Fig. 2A). 0X62'CD4", 0X62'CD4" and pDC (Hubert et al., 2006) were
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analyzed after gating on MHC II+ TCR™ OX12" cells as shown in figure 2. In control
adenovirus-injected animals, the frequencies and numbers of each subset of DC did not
change notably. In contrast, AdFIt3L-injected rat exhibited a dramatic expansion of
0X62°CD4- DC (KDC) at day 7 (up to 10 fold as compared to a control adenovirus) (Fig.
2B). 0X62" CD4" DC were only expanded by 2-fold while the number of pDC did not
change appreciably. The expansion of CD4" DC peaked at day 7 and diminished radically at
day 10 correlating with the strong decrease of serum FIt3L concentration (data not shown).
We then assess whether Flt3L-expanded OX62" CD4™ DC still exhibit killer DC properties.
Splenic OX62'CD4™ DC were prepared 7 days after injection of two different doses of
AdFI3L (Fig. 3A). The expanded 0X62'CD4 DC killed the YAC-1 target cells as efficiently
as control OX62+ CD4" DC from control animals, independently of the dose of adenovirus
administrated. The OSRGa cell line was also killed by AdFIt3L-expanded DC in the same
proportion as with control CD4-DC, suggesting that expansion did not influence their
tumoricidal properties. In addition, expanded KDC are still able to phagocytose cellular
material from killed OSRGa cells (Fig. 3B).

We conclude that FIt3L allows the in vivo expansion of rat KDC. It has recently been shown
that in vivo overexpression of FIt3L could expand and activate the murine NKDC (Chaudhry
et al., 2006). As shown here, FIt3L-expanded splenic NKDC retained the capacity to kill
tumor. In addition, we found that, similar to what was observed with murine NKDC, AdFIt3L
did not induce phenotypic maturation in rat KDC (data not shown). This is important because
we previously showed that the cytotoxic as well as phagocytic activities of KDC were
strongly down regulated upon in vitro maturation (Trinite et al., 2005). Finally, it is intriguing
that in the rat, FIt3L did not appear to expand pDC in vivo (Kingham et al., 2007).

Antigen-presenting DC can induce tumor regression
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We then explored whether this unusual tumor Ag capture pathway enabled DC to present
tumor Ag in vivo, using a tumor vaccination model of transplanted osteosarcoma in the rat.
KDC were purified from spleen of AdFIt3L-treated SPD rats and cultured in the presence of
live OSRGa cells or Jurkat cells as a control (DC: target ratio, 25:1). Human Jurkat cells were
chosen as negative controls as they are efficiently killed and phagocyted by cytotoxic DC
(Fig. 1B) but are likely irrelevant for the rat osteosarcoma model. After overnight coculture,
DC were harvested and separated from the remaining tumor cells that have escaped the DC-
induced cell death. These tumor antigen-loaded KDC were used to vaccinate tumor-bearing
rats 14 days after implantation of the tumor fragment, corresponding to animals bearing
progressive tumors. One group of animals received DC that were cocultured with OSRGa
cells, one group received DC cultured in the presence of Jurkat cells (n =9 in each group). As
a control, one group of animals received only injections of PBS to evaluate the spontaneous
tumor growth. Osteosarcoma-bearing rats received weekly S/C injections of 4-5x10° of DC at
day 14, 21 and 29 post-tumor implantation. The measure of tumor growth demonstrated a
rapid increase as shown in the control group as soon as 15 days post-tumor implantation
(mean tumor volume 5523 mm’, Fig. 4A). The mean tumor growth was strongly delayed in
the group of rats immunised with OSRGa-cultured KDC as compared to the control group
(6523 vs 25396 mm’® at day 27, p=0.01). Vaccination with KDC cultured in the presence of
Jurkat cells did not significantly prevent the increase of the tumor size (18143 vs 25396 mm?
in the control group, NS). The animal survival was also followed for more than 50 days (Fig.
4B). Animals vaccinated with KDC-OSRGa exhibit a higher survival rate as compared to
controls (66.7 vs 22.2% at day 36 post-tumor implantation, p<0.01) whereas Jurkat-DC
treated animals showed no significant variation as compared to control rats (33.3 vs 22.2 at

day 36-49 post-tumor implantation).
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These results suggest that killer DC can efficiently present tumor antigens captured from
tumor cells. Five animals from the DC-OSRGa group that completely rejected the tumor were
further re-implanted with an osteosarcoma fragment. No tumor growth was observed in the
five animals suggesting that vaccination induced long lasting anti-tumor response (data not
shown). The fact that Jurkat-loaded KDC did not significantly affect tumor growth excludes
the possibility that KDC exerted their effect through direct killing of tumor cells. In addition,
KDC were injected after overnight culture which induced a dramatic down-regulation of their
killing properties and finally it is unlikely that S/C injected DC could gain access to tumor or
metastasis.

To exclude the possibility that the vaccination effect is due to a passive transfer of tumor
cellular antigens, we sorted the DC that phagocytosed the OSRGa cells. KDC were cultured
for 4 hours in the presence of OSRGa GFP cells (ratio 25:1) which were first depleted of dead
cells and cell fragments using Annexin V-coated magnetic beads. Then cells were harvested,
stained with a MHC-APC Cy7 mAb and MHC II+ GFP+ cells were sorted after exclusion of
doublets (Fig. 4C). 2-5x10° sorted cells were S/C and weekly injected to osteosarcoma-
bearing rats for 3 weeks, beginning at day 14 post-tumor transplantation. As a control, a group
of animals received only PBS. As shown in figure 4D, we observed a significative delay of
the tumor outgrowth in the group of rats vaccinated with KDC that phagocytosed OSRGa
cells (Fig. 4D). The fact that the antitumoral effect was somehow less potent than in the
previous experiment could be explained by the lower numbers of injected cells (10-fold
lower) and a difference in the maturation state, as the cells were injected directly after the 4h

culture with OSRGa cells.

CONCLUSION
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The present study provides suggesting evidences that rat KDC can efficiently capture and
present cellular antigens from their victims to T cells in vivo. The immune mechanism of
tumor regression in vaccinated animals remains to be established but is likely dependent on
CTL generation against OSRGa tumor antigens. This would imply that KDC can efficiently
cross-present tumor antigens. The physiological role of KDC as well as NKDC or IKDC
(Pillarisetty et al., 2005; Chan et al., 2006; Chaudhry et al., 2006; Taieb et al., 2006) is still
unknown and in fact it is unclear why some professional antigen-presenting cells should
exhibit cytotoxic activity. Because of their low numbers in vivo, it is unlikely that DC with
killing properties play an important direct role in tumor regression by killing tumor cells.
However, tumor can be heavily infiltrated by various DC subsets and a recent report in human
demonstrated following local treatment with a TLR7/8 agonist that cutaneous carcinoma are
infiltrated and surrounded by perforine-granzyme expressing CD11c+ DC and TRAIL-
expressing pDC (Stary ef al., 2007). Whether tumor regression is directly related to killer DC
is unknown. In the mouse, IKDC were recently shown to play a role in tumor regression in
vivo. Indeed, intratumoral injection of IKDC purified from imatinib mesylate+IL2-treated
mice into melanoma-bearing Rag2” TL2Rg”™ mice leaded to an impaired tumor outgrowth
(Taieb et al., 2006). Although very likely, the fact that this effect is mediated by a direct and
TRAIL-dependent killing activity of IKDC on tumor cells remains to be formally
demonstrated. In addition, the phagocytosis of tumor cells by IKDC has not been clearly
described and the potential role of IKDC in linking innate and adaptive immune response to
tumors needs to be addressed. Although, the KDC found in the rat share some similarities
with the murine IKDC, there are some important differences as for instance the lack of IFN-y
production by rat KDC. We propose that the main role of the tumoricidal properties of killer
DC is to allow these DC to efficiently acquire cellular antigens from apoptotic tumor cells.

Because in vivo apoptotic cells are rapidly cleared by macrophages, the fact that a DC exhibit
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both killing and phagocytosis properties should strongly increases their intrinsic potential to
phagocytose tumor cells and present tumor antigens. The human counterpart of rodent killer
DC has not yet been identified. Our results suggest that the direct cytotoxic activity of KDC
toward tumor cells could be harnessed ex vivo to develop new anti-tumoral therapeutic
strategies.

Concerning osteosarcoma, preclinical studies have revealed that the electrofusion between
osteosarcoma cells and bone marrow derived dendritic cells indeed made it possible to
observe a tumor rejection in rat (Yu ef al., 2004).

Although the conventional treatments of osteosarcoma largely contributed to the increase in
the survival rate of patients, those now show their limits. Trieb and coll studied the relation
between the expression of the CMH class II molecules and the intra-tumoral lymphocyte
infiltration in patients bearing osteosarcoma (Trieb et al., 1998). In addition, Wongkajornslip
and coll highlighted a cytotoxic activity exerted by in vitro generated NK cells towards a
human Ewing sarcoma cell line (Wongkajornsilp et al., 2005). Recently, Shi and coll showed
that the human dendritic cells resulting from blood of umbilical cord exert a cytotoxic activity
against tumor cell lines but not against normal hematopoietic precursors, thus offering clinical
prospects to our study (Shi et al., 2005). However, the generalization of this work seems
limited because of the resistance of certain tumor cell lines to lysis by these CD11b+ CD103+
CD4- splenocytes in the rat. Nevertheless, these results constitute an encouraging approach in
the development of new therapeutic tools for the treatment of primitive bone tumor
pathologies by the use of the cytotoxic function of a subpopulation of dendritic cells from rat

splenic tissue.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Lysis and phagocytosis of OSRGa cells by CD4- DC.

A. A cytotoxic assay with >'Cr was performed for 5h between CD4- DC and either YAC-1
cells or OSRGa cells at different ratios (E:T : Effector : Target). OSRGa cells as well as
YAC-1 cells are efficiently killed by rat cytotoxic DC.

B. Either OSRGa cells transfected with eGFP or Jurkat cells stained with CFSE were cultured
for 4h in the presence of CD4- DC (E:T ratio 25:1). Cells were then harvested and DC were
stained with a MHC II-APC Cy7 antibody. Phagocytic and non phagocytic DC were then
determined after gating on DC.

C. Cells were sorted using the GFP and the MHC 1I staining and OSRGa-GFP and CD4-DC

that phagocytosed or not OSRGa cells were visualized by fluorescence microscopy.

Figure 2. In vivo specific expansion of Killer DC.

A. Rats were injected intravenously with an adenovirus encoding human FIt3L. As a control,
rats were injected with a control adenovirus Addl324. Spleen of Addl324-, AdFIt3L-treated or
naive animals were harvested at different times and each subset of DC was analyzed by flow
cytometry using the TCR and OXI12-FITC, OX6-APC Cy7, CD11b-PerCP5.5, OX62-
Alexa647, CD45R-PE and CD4-PE Cy7 mAb. After gating on MHC II+ TCR-OX12- cells,
cells were analysed based on the marker CD11b. CD4- and CD4+DC were analyzed in the
CD11b+CD45R-cells based on the expression of OX62 and CD4. Concerning pDC, they were
found in the CD11b-CD4+CD45R+ cells.

B. Absolute number of each subset was then determined in the Addl324 (a) and AdFIt3L (b)-

treated animals.
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Figure 3. Lysis and phagocytosis of OSRGa cells by in vivo expanded CD4- DC. Animals
were injected intravenously with 10''pi/ml of an adenovirus encoding human FIt3L (AdFIt3L)
or a control adenovirus (Addl324).

A. CD4- DC were expanded in vivo with 2 doses of adenovirus encoding human FIt3L. A
cytotoxic assay with °'Cr was performed between these expanded DC and either YAC-1 cells
or OSRGa cells (E:T ratio 25:1). The cytotoxic properties of DC are conserved through their
expansion.

B. CD4- DC from naive and AdFIt3L-treated animals were then used in a phagocytosis assay.
DC were cultured for 4hours in the presence of OSRGa-GFP cells. Cells were then stained
with MHC class II mAb coupled with APC-Cy7 and phagocytosis was analyzed by FACS.

Phagocytic and non phagocytic DC were then determined after gating on DC.

Figure 4. Vaccination with tumor antigen-loaded KDC.

A. Evolution of the tumor volume. Tumor has been implanted in 3 groups of animals (n=9
per group). 15 days after implantation, rats received s.c. injections of 4-5 x 10° DC with either
CD4- DC cultured in the presence of OSRGa cells or Jurkat cells or PBS (control), this
vaccination being repeated twice at day 21 and 29. Tumor volume has been measured
regularly after the first vaccination in the 3 groups of animals. Tumor growth was delayed in
the group of rats vaccinated with DC cultured with OSRGa cells. *: p=0.01

B. Survival of the animals of the same series. The vaccination with DC that killed and
phagocyted OSRGa cells increases the survival of osteosarcoma-bearing animals. *: p<0.01
(from day 36 to 51).

C. The phagocytic DC were sorted after 4 hours of coculture of CD4- DC with OSRGa GFP

cells (left panel). The purity was routinely of 97% (right panel).
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D. Osteosarcoma-bearing rats were vaccinated directly with phagocytic DC sorted. DC were
not cultured overnight before injection. Animals received 3 injections at day 14, 21 and 28
post-osteosarcoma transplantation from about 1.7 to 5x10° DC. As a control, a group of rats

received PBS injections.
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Figure 2
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Figure 3
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3.3. Développement d’un modéle d’immunothérapie anti-tumorale utilisant

des DC cvtotoxiques : Résultats complémentaires

Le but de ce projet collaboratif avec le Laboratoire de Physiopathologie de la Résorption
Osseuse et Thérapie des Tumeurs Osseuses Primitives de la Faculté de Médecine (Dominique
Heymann) était de déterminer le role in vivo des DC cytotoxiques en étudiant I’effet de
I’utilisation de DC présentant des antigénes tumoraux comme vaccin anti-tumoral. Pour cela,
nous avons utilis€ un modele de tumeur ostéosarcomateuse transplantable chez le rat,
initialement radio-induite par injection locale de cerium-144 et implantée dans le fémur
postérieur des rats. Les DC CD4- sont capables de tuer efficacement et phagocyter une lignée
dérivée de cet ostéosarcome, la lignée OSRGa. Nous avons procédé a deux séries
d’immunisations. Nous avons pu observer une régression tumorale lors de vaccination de rats
porteurs de tumeurs avec des DC CD4- ayant été préalablement incubées avec des OSRGa
qu’elles ont tuées et phagocytées. Cette régression est spécifique des antigénes tumoraux
puisque la vaccination avec des DC ayant tué et phagocyté des cellules Jurkat humaines n’a

pas eu d’effet.

Nous avions au préalable procédé a d’autres séries d’immunisations, 1’une opposant la
vaccination avec DC CD4- préincubées avec des OSRGa avec des DC CD4- seules. Une autre
série a €té réalisée avec injections de DC CD4- cultivées avec des OSRGa versus des DC
CD4+ cultivées avec des OSRGa. Les DC CD4+ ne sont pas cytotoxiques et ne sont pas

capables d’ingérer de cellules tumorales (Trinite ef al., 2005).

Lors de la 1°° série d’immunisations, 15 jours apres implantation de la tumeur, des DC CD4-
syngéniques ont été injectées en sous-cutané apres avoir €té cultivées une nuit soit seules soit
avec des cellules OSRGa sensibles (fig. 31). Des rats ne subissant pas d’injection servaient de
contrdle. Les animaux ont recu environ 350000 DC. Les résultats de la 1°° série
d’immunisations semblaient plutét encourageants car 3 animaux sur 6 étaient protégés. De
plus, I'un de ces animaux a recu une deuxieme tumeur d’ostéosarcome qu’il a rejeté a
nouveau ainsi qu’une troisieme tumeur chondro-sarcomateuse qui n’a pas été rejetée,
suggérant que ces animaux ont engendré une réponse mémoire-spécifique contre la tumeur.
Nous avons également récupéré les ganglions d’un rat rejetant définitivement la tumeur apres
injection de DC CD4- co-cultivées avec des OSRGa. Les cellules ganglionnaires ont été co-

cultivées avec des cellules OSRGa pendant 5 jours. Une réponse proliférative significative a
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¢été observée avec les lymphocytes provenant de I’animal rejetant par rapport a un animal naif

(fig. 32A).

Figure 31.
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tumorale avec des DC cytotoxiques. Des rats porteurs de tumeurs ostéosarcomateuses développées n’ont pas été

traité (contrdle) ou ont regu deux injections S/C de DC CD11b'CD103'CD4" cultivées une nuit en présence

(OSRGA) ou en I’absence (seules) de cellules OSRGA. Le développement tumoral a été suivi. Trois animaux

sur 5 ont présenté une régression tumorale dans le groupe OSRGA contre aucun dans les autres groupes. Des

résultats similaires ont été obtenus dans deux expériences.
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Figure 32. Dans la premiére série d’immunisation, les lymphocytes ganglionnaires provenant d’un animal ayant
rejeté définitivement la tumeur, aprés un traitement par les DC CD4- co-cultivées avec les OSRGa, ont été testés
pour leur capacité de prolifération en présence d’OSRGa in vitro, par incorporation de thymidine (A).

Diminution de la sensibilit¢ des OSRGa aprés une culture prolongée (B).
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Figure 33. Effet de I'immunisation anti-tumorale par les DC cytotoxiques. La deuxiéme série
d’immunisations comporte 5 animaux traités avec des DC CD4- co-cultivées avec des OSRGa (C) ou 6 animaux

traités avec des DC CD4+ co-cultivées avec des OSRGa (D), en iv. a JO/J16/J27/J34/J42.

Lors de la 2°™ série d’immunisations, des rats porteurs de 1’ostéosarcome ont été immunisés
en intra-veineux a cinqg reprises avec des DC CD4- cultivées avec des OSRGa au préalable.
Des injections de DC CD4+ non cytotoxiques servaient de contrdles. Les animaux ont regu de
5.10° 4 1,5.10° DC. Parmi les rats ayant regu une injection de DC CD4-, 5 animaux sur 6 ont
connu une régression tumorale (fig. 33). Cependant, une régression tumorale était également

observée chez 4 animaux sur 5 chez les rats traités avec des DC CD4+. La régression était
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toutefois retardée par rapport au groupe CD4-. Nous avions également un groupe d’animaux
non traités mais dans ce groupe, le taux de prise tumorale était relativement faible. Comme
nous ne possédons pas de réel controle d’animaux non traités dans cette 2°™ série, nous ne
pouvons conclure a un effet spécifique des DC CD4- par rapport aux DC CD4+. Par ailleurs,
la pureté¢ des DC CD4+ est souvent inférieure a celle des DC CD4-. Nous ne pouvons donc
exclure un effet contaminant de DC CD4- dans le groupe CD4+. Cela expliquerait la
régression tumorale certes plus tardive de certains animaux du groupe vacciné avec les DC

CD4+.

Lors de ces deux séries d’immunisations, nous avons €té¢ confrontés au probléme de prise de
la tumeur chez certains rats. De plus, les cellules OSRGa ont perdu leur sensibilité a la lyse
par les DC CD4- apres plusieurs semaines de culture (fig. 32B). Par ailleurs, nous étions
limités par le nombre de DC injectées. Le modele tumoral n’était donc pas au point lors de ces
deux séries d’immunisations. Par la suite, le modéle tumoral a ét¢ amélioré ainsi que les
conditions de vaccinations. Nous avons en effet, pu injecter un nombre beaucoup plus
important de KDC grace a leur expansion in vivo avec I’AdFIt3L. Par ailleurs, les OSRGa ont
¢été clonées. Nous espérons ainsi éviter qu’elles perdent leur sensibilité au fur et a mesure de
la culture. Enfin, le modéle d’ostéosarcome était plus stable avec un taux de prise tumorale

plus important.

Ces difficultés peuvent expliquer le fait que nous puissions vraiment conclure sur un effet de
la vaccination des DC CD4- cultivées en présence d’OSRGa par rapport aux DC CD4- seules
ou aux DC CD4+ cultivées avec des OSRGa. Toutefois, nous pouvons observer une tendance
qui va dans le sens de notre hypothése. Par ailleurs, la série avec 1’injection de DC CD4+
n’est pas concluante. Pourtant les DC CD4+ représentent des DC qui ne tuent et qui ne
phagocytent pas. Il serait peut-étre intéressant également de comparer I’effet d’une
vaccination avec des DC CD4- cultivées avec des OSRGa en présence ou non de I’anticorps
5B3 (Voir Partie 11 A. Génération d’anticorps monoclonaux bloquant). Celui-ci inhibe
totalement la cytotoxicit¢ des KDC. Enfin, nous n’avons testé le potentiel vaccinal des KDC

que dans un seul modele tumoral et il serait intéressant de 1’étudier dans d’autres mod¢les.
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Les DC sont des cellules présentatrices d’antigénes possédant la capacité de capturer et de
présenter des antigénes aux lymphocytes T naifs conduisant ainsi au développement de
réponses immunes adaptatives. Notre équipe a caractérisé les sous-populations de DC
spléniques chez le rat. Une de ces populations posséde une activité cytotoxique directe. Des
DC tueuses ont par ailleurs été décrites récemment dans différentes especes et leur rdle in vivo
n’a toujours pas ¢été ¢élucidé. Cette activité lytique pourrait leur permettre d’acquérir
directement des antigénes dans le but de potentialiser la réponse immune dans un contexte

antitumoral ou de maniére tolérogene.

1. De multiples sous-populations de DC tueuses

Des DC possédant une activité cytotoxique in vitro ont été décrites chez 1’homme, la souris et
le rat. Cette fonction inhabituelle a été retrouvée dans des DC générées in vitro mais elle peut
également constituer une caractéristique majeure de sous-populations spécifiques de DC chez
les rongeurs qui sont regroupées sous le terme de « killer DC ». Plusieurs sous-populations de
DC tueuses ont été décrites et la cytotoxicité a été associée avec des états matures ou
immatures. Il n’est donc pas surprenant que le mécanisme moléculaire de cytotoxicité utilisé

apparaisse assez diversifié.

1.1. Les DC cytotoxiques humaines
Plusieurs ¢études ont décrit chez I’homme que des DC dérivées des monocytes in vitro
(MoDC) possédaient des propriétés cytotoxiques et cytostatiques envers des cellules
tumorales. Des MoDC immatures ont été rapportées comme induisant la mort de cellules et de
lignées cellulaires tumorales mais rarement de cellules normales. Les seules cellules normales
qui semblent étre sensibles a la lyse induite par les MoDC sont des cellules endothéliales
normales en prolifération (Janjic et al., 2002). Les MoDC sont capables de tuer sans aucune
activation a la fois des cellules tumorales hématopoiétiques (Ayres et al., 2004), des cellules
tumorales de poumon (Lu et al., 2002), des cellules issues de cancer du sein (Joo et al., 2002),
mais aussi des kératinocytes humains transformés par le papillomavirus (Hubert ef al., 2001).
La plupart du temps, les DC tueuses induisent la mort des cellules tumorales sans
endommager les cellules normales (Hubert et al., 2001; Shi et al., 2005). La cytotoxicité
n’était pas restreinte au CMH puisque des cellules de carcinomes ovariens aussi bien
autologues qu’allogéniques étaient tuées efficacement par des MoDC isolées a partir d’ascites

(Yang et al., 2001). Vanderheyde et al ont rapporté la capacité des MoDC a tuer un large
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panel de cellules tumorales humaines incluant les lymphomes T Jurkat et Molt-4 et
I’adénocarcinome mammaire MCF-7 (Vanderheyde et al., 2001). Les auteurs ont par ailleurs
démontré que 1’activation des MoDC grace a de I'IFN ou du LPS bactérien n’affectait pas
leur activité cytotoxique envers des cellules Jurkat. Toutefois les capacités cytostatiques des
MoDC étaient augmentées en présence de stimuli de maturation tel que le LPS (Vanderheyde
et al., 2004). Ces résultats ont confirmé les observations de Chapoval et a/ qui ont noté une
inhibition de la croissance contact-dépendante de nombreuses cellules tumorales en présence
de MoDC (Chapoval et al., 2000). La stimulation des DC avec du LPS ou de I'IFN
augmentait les capacités cytostatiques des DC qui semblaient étre dues partiellement au TNF-
a. Il n’est pas clair si les DC peuvent induire leur activité tumoristatique indépendamment de
leur effet cytotoxique (Manna et al., 2002; Vanderheyde et al., 2004). L’arrét de la
prolifération de cellules T normales a également été décrit suite a une infection des DC avec
le virus de la rougeole (Fugier-Vivier ef al., 1997). L’activation des MoDC peut également
conduire a des caractéristiques cytotoxiques. Suite a une stimulation avec de I’'IFN-o. (Fanger
et al., 1999; Santini et al., 2000), de I'I[FN-f (Liu et al., 2001; Vidalain et al., 2001), de I'TFN-
v (Fanger et al., 1999), ou une infection avec des virus @ RNA double brin, le virus de la
rougeole (Vidalain et al., 2000; Vidalain ef al., 2001) ou le virus influenza (Chaperot ef al.,
2006), des DC dites my¢loides peuvent devenir cytotoxiques; 1’expression de TRAIL est en
effet induite par I’IFN de type I produit de fagon autocrine par les DC. D’autre part, I’IFN qui
est principalement produit par les pDC, les cellules NK et les cellules T CD8+ quand elles
sont activées a été décrit comme déclencheur de I’expression de TRAIL a la surface de DC
(Fanger et al., 1999; Santini ef al., 2000; Liu ef al., 2001; Vidalain et al., 2001). 1l a été décrit
récemment que I’injection de CpG de type B a des patients porteurs de mélanome pouvait
activer les pDC a produire de I'l[FN-o et ainsi induire le recrutement d’une nouvelle
population de DC my¢loides exprimant TRAIL dans les ganglions sentinels (Molenkamp et
al., 2007). Cette sous-population au phénotype CD11c" CDI23+ CD83+ TRAIL+
cytotoxique in vitro envers des monocytes du sang, serait 1’équivalent des MoDC générées in
vitro avec de I’'INF-a. La coopération des DC avec d’autres cellules du systéme immunitaire
pourrait étre responsable de leur activité cytotoxique. Le systéme immunitaire pourrait
employer cette propriété originale des DC pour d’une part amplifier la réponse innée grace a
la fonction effectrice des DC mais aussi pour développer la réponse adaptative grace a une
stimulation efficace de lymphocytes T spécifiques. A I’inverse, la maturation des DC en
présence de CD40L semble diminuer (Janjic et al., 2002; Lu et al., 2002) ou permuter

(Vidalain et al., 2001) les propriétés cytotoxiques des DC. Le TNF-a pourrait également étre
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impliqué dans la lyse induite par les DC mais il semble toutefois qu’il nécessite la coopération
d’autres partenaires puisque le blocage du TNF ne permet d’abolir que partiellement
I’¢limination de cellules tumorales (Joo et al., 2002; Manna et al., 2002). Comme 1’ont
suggéré certains auteurs, le TNF pourrait collaborer avec d’autres récepteurs de mort comme
il a été montré dans les DC infectées par le VIH mais aussi in vivo dans les DC immatures du
sang périphérique (Lu et al., 2002; Lichtner et al., 2004). Par ailleurs, Liu et al ont démontré
que des DC générées in vitro a partir de précurseurs CD34+ pouvaient tuer efficacement des
lignées cellulaires HL60 et Reh suite a une stimulation avec de I’'IFN-B (Liu et al., 2001).
Cependant, certains mécanismes n’ont pas encore ¢té clairement identifiés (Hubert et al.,
2001; Vanderheyde et al., 2001; Ayres et al., 2004).

Bien que plusieurs études aient identifi¢ une activité cytotoxique dans des DC générées in
vitro, seuls quelques travaux ont rapporté que des DC générées in vivo pouvaient exercer des
capacités lytiques. C’est le cas des DC thymiques humaines infectées avec le VIH de type 1
qui non seulement ne sont pas capables de stimuler les thymocytes mais aussi libérent des
agents cytotoxiques induisant la lyse de thymocytes CD4+ et CD8+ et de PBMC activés
(Beaulieu et al., 1996; Beaulieu et al., 1998). Fas-L semble participer a la fonction lytique des
DC humaines infectées avec le VIH (Beaulieu et al., 1998; Lichtner et al., 2004). D’autre
part, la présensibilisation de cellules tumorales avec du NO augmentait les capacités
cytotoxiques de BMDC humaines via d’autres effecteurs de cytotoxicité tels que Fas-L
(Huang et al., 2005). Certaines études ont également décrit le potentiel tumoricide des DC du
sang humaines. Ainsi, des DC my¢loides CD11c+ humaines stimulées avec de I’IFN-y sont
des tueuses efficaces de lignées cellulaires de carcinomes ovariens et de mélanomes (Fanger
et al, 1999). A T’inverse, des pré-DC IL3-Ra+ stimulées avec de I'IFN qui pourraient
correspondre aux pDC, ne démontraient pas d’activité cytotoxique significative envers les
mémes cellules cibles sensibles a TRAIL. Le CD40L, le GM-CSF et le LPS étaient
inefficaces pour induire un caractere lytique dans ces DC CD11c+. Par ailleurs, les études de
Janjic, Lu et collégues ont rapporté que des DC du sang fraichement isolées pouvaient induire
I’apoptose de nombreuses lignées tumorales tout en épargnant les cellules normales (Janjic et
al., 2002; Lu et al., 2002). De plus, les capacités tumoricides des DC M-DC8+ natives du
sang stimulées en présence d’IFN-y ont été observées contre plusieurs lignées tumorales
humaines (Schmitz et al., 2005). En contraste, seule une cytotoxicit¢ marginale a été détectée
envers des fibroblastes humains normaux issus des poumons et des cellules endothéliales.
Schmitz et al ont opposé I’activité lytique des sous-populations de DC my¢loides humaines

aux propriétés tumoricides marginales des pDC humaines. Ce n’est pas ce que Rissoan et al
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ont suggéré, puisqu’ils ont observé I’expression de Granzyme B dans des pDC activées avec
de I’IL-3 et du CD40L suggérant que les pDC humaines puissent exercer une fonction lytique
(Rissoan et al., 2002). Ces résultats confirment la description faite par Banchereau et al de
pDC CD2+, qui lorsqu’elles sont activées avec de I’IL-3 et du CD40L sécrétent du GrzB et
tuent des cellules K562 sensibles 4 la lyse NK (J. Banchereau, 8™ symposium sur les DC,
Bruges, 2004). De maniére intéressante, il a ét¢ montré récemment que dans un contexte de
traitement local de carcinome de la peau a I’'imiquimod, un ligand de TLR7, les mDC
péritumorales exprimaient les molécules cytotoxiques perforine et GrzB tandis que les pDC
infiltrant la tumeur exprimaient TRAIL (Stary ef al., 2007). Dans ce méme travail, les auteurs
ont décrit que les mDC du sang périphérique activées via les TLR7 et 8 exergaient une
cytotoxicité utilisant les GrzB et perforine envers des cellules négatives pour le CMH de
classe I. Les pDC activées de facon identique lysaient quant a elles des cellules tumorales
exprimant le CMH de classe I via TRAIL. Bien que le GrzB soit constitutivement présent
dans les pDC humaines non stimulées (Stary et al., 2007), son expression semble dépendre du
stimulus de maturation. Alors qu’une stimulation de 12h des pDC avec des agonistes des
TLR7/8 diminue 1’expression intracellulaire de GzB, elle induit la surrégulation de TRAIL a
la surface des pDC (Stary et al., 2007). Ces résultats sont en accord avec 1’observation faite
par Chaperot et al, qui a mis en évidence une induction de TRAIL dans une lignée de pDC
suite a une stimulation avec du R848, un autre agoniste des TLR7/8 (Chaperot et al., 2006).
L’apparition de TRAIL a la surface des pDC leur permet d’acquérir des propriétés lytiques
face a des cellules tumorales sensibles a TRAIL. Ces résultats suggerent que les pDC
possedent la capacité intrinseque de tuer des cellules cibles puisque le GzB est présent dans
les pDC non stimulées. Consécutivement a une stimulation et selon le type de stimulus, les
pDC peuvent permuter leurs capacités cytotoxiques vers TRAIL ou encore conserver le GzB
conduisant dans les deux cas a la lyse potentielle de cellules cibles. De plus, il a ét¢ montré
que des pDC activées par des CpG pouvaient participer indirectement a la lyse de cellules
tumorales par TRAIL via la stimulation de monocytes du sang périphérique par de I’'I[FN-o
(Kemp T, 2003).

Le récepteur NK activateur NKp44 a également été identifié¢ sur les pDC des amygdales et les
pDC du sang cultivées in vitro avec de I’'lL-3 (Fuchs et al., 2005). La liaison de NKp44 ne
permet cependant pas I’induction de la lyse de cellules cibles sensibles aux cellules NK. Ainsi
la capacité tumoricide des DC n’est pas restreinte aux DC my¢loides mais elle peut également
apparaitre chez les pDC humaines, selon le type d’activation et le type de cellule cible

rencontrée. Ces résultats confirment le potentiel antitumoral des pDC et souléve I’hypothese
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qu’aussi bien les mDC et les pDC puissent exercer une fonction antitumorale directe via
différents mécanismes. En résumé, plusieurs types de DC cytotoxiques ont ¢été identifiées
chez I’homme : les MoDC qui exercent des fonctions proches de celles observées chez les
monocytes et dont la capacité cytotoxique varie en fonction du stimulus ; les DC CD11c+; et

enfin, les pDC dont le role antitumoral a été décrit in vitro.

1.2. Les DC tueuses chez la souris

La premicre description de DC tueuses chez la souris était celle de Siiss et al (Suss et al.,
1996). Les auteurs ont noté¢ que des DC CD8a+ spléniques induisaient une apoptose via Fas
de cellules T CD4+ alloactivées; toutefois, ces résultats qui furent partiellement rétractés,
n’ont pas été reproduits et I’expression de Fas-L par les DC CD8+ n’a pas été confirmée. Par
la suite, des BMDC générées avec du GM-CSF et de I’IL-4 ont été décrites comme induisant
la fragmentation de I’ADN de cellules Jurkat (Lu et al., 1997). Cependant, les auteurs n’ont
pu détecter seulement qu’une faible fragmentation de ’ADN de cellules T alloactivées. Cette
activité induite par Fas est augmentée quand les molécules de costimulation B7 sont bloquées
par du CTLA-4Ilg. Une autre étude a démontré que des BMDC murines chargées avec de
I’OVA et stimulées avec du LPS pouvaient tuer des hybridomes T spécifiques de ’OVA de
manicre dépendante de TRAIL (Yu et al., 2002). Bien que des BMDC immatures puissent
étre cytotoxiques, des BMDC murines matures spontanément semblent étre de meilleures
inductrices d’apoptose de lymphomes B et T in vitro (Huang et al., 2005). De plus, le NO
semble €tre un autre protagoniste participant a I’activité cytotoxique des DC (Shimamura et
al., 2002). En effet, des DC générées ex vivo semblent €tre responsables de la lyse de tumeurs
murines syngéniques et al/logéniques grace a la sécrétion de NO.

De méme que chez ’homme, certaines études ont démontré que des DC purifiées pouvaient
aussi exercer une fonction cytotoxique. Ainsi, des DC immatures isolées de ganglions
lymphatiques (LNDC) de souris infectées avec de fortes doses de virus influenza pouvaient
controler I’intensité de la réponse T CD8+ a travers I’induction de 1’apoptose dépendante de
Fas de cellules T répondeuses (Legge et al., 2005). Les auteurs ont spéculé que 1’expression
de Fas-L sur les LNDC était modulée par les DC migrantes qui controlent les niveaux d’IL-
12p40 dans les ganglions lymphatiques drainants. Comme chez ’homme, 1’état de maturation
des DC apparait important dans la régulation du niveau de cytotoxicité induite par les DC.

De récents arguments ont également suggéré que certaines DC tueuses pouvaient partager a la
fois des propriétés cytotoxiques mais aussi des caractéristiques phénotypiques de cellules NK.

En effet, des DC tueuses peuvent lyser directement des cellules cibles (parfois des cellules

163



Discussion et Perspectives

sensibles aux NK) mais I’expression de certains marqueurs NK a été mise en évidence a la
surface de DC. Ainsi, une population bitypique murine de NK/DC a été décrite par Homann
et al dans un modele d’inhibition par des anticorps monoclonaux anti-CD40L de diabéte
autoimmun induit par le LCMV. Cependant, cette sous-population a également été retrouvée
chez des animaux naifs (Homann et al., 2002). Ces cellules expriment a la fois des marqueurs
de DC (CDll1c, B7.1) et de cellules NK (NK1.1, DX5). Les niveaux de CMH II étaient
inférieurs a ceux retrouvés sur les DC DX5-. Les auteurs ont montré que ces NK/DC
bitypiques étaient responsables d’une protection induite contre le diabéte grace au traitement
anti-CD40L. Par ailleurs, les NK/DC sont capables d’assumer non seulement la lyse NK mais
aussi les fonctions de CPA puisqu’elles sont capables de tuer efficacement des cellules cibles
YAC-1 et RMAS sensibles aux NK, et de présenter de 'OVA a des hybridomes T
spécifiques. Plus récemment, des cellules appelées NKDC ont été isolées du foie, de la rate,
des ganglions lymphatiques et du thymus de souris normales par un autre groupe (Pillarisetty
et al., 2005). De méme que les NK/DC régulatrices précédemment décrites, les NKDC
coexpriment des marqueurs NK (NKI1.1, CD69, 2B4 et DX5), et des marqueurs de DC
(CD11c, MHC class II, CD80 et CD86). Leur morphologie est également intermédiaire avec
un taux modéré de cytoplasme et des renflements membranaires. Les NKDC spléniques sont
capables de lyser des cellules YAC-1 plus efficacement que des cellules NK tandis que leur
capacité de présentation antigénique d’OVA a des cellules T OTI et OTII est réduite par
rapport aux DC. De maniere intéressante, les NKDC sont capables de présenter des antigénes
capturés a partir de YAC-1 chargées en OVA et d’induire par la suite la prolifération de
cellules T spécifiques d’OVA. Les capacités tumoricides des NKDC semblent étre associées
a une production d’IFN-y pouvant étre régulée par la sécrétion autocrine d’IL-12 (Pillarisetty
et al., 2005). Les auteurs ont propos¢ que la production d’IFN-y par les NKDC pouvait leur
permettre d’activer d’autres CPA, telles que les DC. D’autre part, la stimulation des NKDC
avec de I'IL-18 et des CpG permet d’augmenter de maniere synergique leur production
d’IFN-y (Chaudhry et al., 2006). Il semble que les NKDC représentent la majorité des cellules
productrices d’IFN-y lors d’une infection par la Listeria chez la souris (Plitas et al., 2007).

Récemment, deux équipes ont identifi¢ chez la souris un nouveau type de cellules trés rares
possédant a la fois des propriétés cytotoxiques et de DC et qui produisent de fortes quantités
d’IFN-y: les Interferon-producing Killer Dendritic Cells (IKDC) (Chan et al., 2006; Taieb et
al., 2006). Les IKDC expriment des niveaux de CDI11c, B220 et CMH II comparables aux
pDC mais sont Ly6C-; elles expriment aussi des marqueurs NK CD49b, NK1.1 ainsi que des
genes relatifs aux NK (GrzK, GrzM, Perfl...). Les IKDC sont retrouvées dans tous les
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organes lymphoides, incluant le sang, le foie, I’intestin, les poumons et la peau. Les IKDC
fraichement extraites ont été initialement décrites comme non cytotoxiques, tandis que les
IKDC stimulées avec des CpG exercaient une activité lytique envers la lignée YAC-1 (Chan
et al., 2006). Plus récemment, Vremec et al ont observé une forte activité cytotoxique
immédiate envers la lignée YAC-1 (Vremec et al., 2007). Par ailleurs, le nombre d’IKDC
augmente lors du traitement combiné antitumoral de mélanome avec I’imatinib mesylate + IL-
2, et les IKDC semblent responsables de la régression tumorale dans ce modele (Taieb ef al.,
2006). L’activité antitumorale des IKDC semble impliquer la molécule TRAIL. De manicre
intéressante, bien que les IKDC soient retrouvées dans la rate et les ganglions lymphatiques, il
apparait que ces cellules exercent différentes fonctions. En effet, les IKDC présentes dans les
ganglions semblent étre plus matures que les IKDC spléniques, car elles expriment plus de
molécules de CMH 11, de CD80 et de CD86. Ainsi les IKDC des ganglions apparaissent
présenter des antigénes et induire des réponses prolifératives lorsque les IKDC spléniques
exercent des fonctions cytotoxiques. Par ailleurs, alors que les IKDC produisent de grandes
quantités d’IFN-y lors de contact avec des cellules tumorales (Taieb et al., 2006), elles n’en
sécretent pas lors de contact avec des tissus sains (Ullrich et al., 2007).

La relation entre les IKDC et les NKDC est encore inconnue mais il est probable qu’elles
représentent une méme et unique population. Les NK/DC décrites par Homann et collegues
ont €té obtenues apres déplétion des cellules B220+, qui n’incluent pas les IKDC (Homann et
al., 2002). A T’inverse, les IKDC partagent un phénotype trés similaire avec les NKDC
puisqu’elles expriment les marqueurs CD11c, NK1.1, Ly49b et CD122. D’autre part, Chen et
al ont observé que 10-20% des NKDC ¢étaient B220+ suggérant que les IKDC pouvaient
représenter une sous-population de NKDC (Chen et al., 2007). Par ailleurs, le marquage B220
sur les NKDC n’est pas clair. Dans 1’étude de Chaudhry et a/ publiée en 2006, les NKDC sont
purifiées en tant que cellules CD11c+ NK1.1+ (Chaudhry et al., 2006). En revanche, ces
cellules semblent contenir a la fois des cellules B220+ et des cellules B220-. Les NKDC
pourraient donc bien contenir les IKDC et d’autres cellules au phénotype CD11c+ NKI1.1+
B220-. Bien que les NKDC spléniques soient marquées de fagon minimale pour le CMH II
(Pillarisetty et al., 2005), les molécules de CMH de classe II sont détectées sur les NKDC
thymiques et ganglionnaires. Ces résultats suggerent que comme pour les IKDC, les NKDC
spléniques sont moins efficaces dans le « priming » de cellules T naives comparées aux
NKDC des ganglions. La stimulation de ces DC tueuses avec des CpG peut augmenter leur
fonction antitumorale puisque des CpG peuvent induire les NKDC a sécréter de fortes

quantités d’IFN-y et les expandre in vivo conduisant au rejet de métastases de mélanomes
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pulmonaires murins (Chaudhry et al., 2006). Le fait que les DC expriment des marqueurs
activateurs NK doit avoir une nécessité¢ physiologique. Les NKDC et IKDC expriment NKR-
P1 (Pillarisetty et al., 2005; Chan et al., 2006; Taieb et al., 2006) ainsi que NKG2D (Chan et
al., 2006), et Ly49, NKG2A/C/E, CD49b ont été identifiés dans les IKDC. Tous ces
marqueurs NK pourraient contribuer a 1’activation des propriétés lytiques des DC comme ils
le font sur les NK. Certaines cytokines peuvent en outre réguler la fonction cytotoxique des
DC. L’IL-15 induit les IKDC a produire des quantités importantes de perforine et de
granzymes augmentant ainsi leur activité tumoricide (Ghiringhelli et al., 2007). De fagon
similaire aux NKDC qui semblent produire de I’IFN-y via une production autocrine d’IL-12,
les IKDC produisent de I’IFN-y quand elles sont activées par de I’'IL-12 + IL-15 (Chan et al.,
2006; Vremec et al., 2007). Les mécanismes régulateurs pourraient ainsi controler
I’émergence de fonction cytotoxique dans les DC dans un contexte de cancer ou d’infection
par I’implication d’autres partenaires du systtme immunitaire. Plusieurs arguments tendent
donc a suggeérer qu’il existe un lien étroit entre les IKDC et les NKDC. Est-ce que les NKDC
contiendraient les IKDC ? Si on se base sur le phénotype et les fonctions aussi bien
cytotoxiques que de production d’IFN-y, on pourrait supposer que oui. Cependant,
I’équivalent de ces cellules chez ’homme et le rat n’a toujours pas été identifi¢ méme si
certaines caractéristiques communes ont été mises en évidence chez le rat mis a part la

production d’IFN-y.

1.3. Rat Killer DC
La premiere description que des DC pouvaient exercer une fonction cytotoxique in vitro
envers plusieurs cellules tumorales a été faite chez le rat. Nous avons en effet montré pour la
premiére fois que des DC spléniques matures exprimaient le marqueur NK NKR-P1A et
exercaient une activité cytotoxique contre la lignée tumorale YAC-1 (Josien et al., 1997). Les
DC tueuses ont été identifiées dans la rate, les ganglions lymphatiques et dans le thymus de
rat. La lyse de cellules cibles fait intervenir un mécanisme dépendant du Ca>" et mettant donc
probablement en jeu les perforines. Nous avons ensuite décrit une sous-population de DC
tueuses immatures (killer DC ; KDC) dans la rate et les ganglions lymphatiques chez le rat
(Trinite et al., 2000; Trinite et al., 2005). Les KDC expriment un phénotype CMH 1™,
SIRPa-, 0X62™", CD4- et induisent une lyse rapide d’un large panel de cellules tumorales
ainsi que de cellules endothéliales tout en épargnant les cellules normales. Ces DC pourraient
correspondre aux DC CDS8+ identifiées chez la souris bien qu’une activité cytolytique

potentielle de celles-ci n’ait toujours pas été décrite. Les cellules cibles exposées aux KDC
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semblent subir une mort cellulaire ressemblant & une apoptose qui apparait indépendante des
caspases et des mécanismes de mort classiques. L’¢limination des cellules tumorales semble
par ailleurs étre associée a une phagocytose de ces cellules cibles. Nous n’avons toutefois pu
déterminer formellement si les DC qui induisaient 1’apoptose des cellules tumorales étaient
¢galement responsables de leur phagocytose ou si ces deux fonctions étaient assumées par
deux sous-populations distinctes présentes dans la population de DC CD4-. Néanmoins, le
phénomene de phagocytose apparaissant des les premiéres minutes de culture, nous pouvons
donc supposer que ces deux fonctions sont assurées par les mémes DC. En outre, la lyse
induite par les DC est indépendante du Ca®*. Le fait que les cellules cibles subissent une
apoptose indépendante des caspases et une dépolarisation mitochondriale qui n’est pas
inhibée par la surexpression de Bcl-2 laisse suggérer une intervention du Granzyme A. Le
GrzA entraine également une augmentation de la production des réactifs oxygénés
(Martinvalet et al., 2005). Nous n’avons pu mettre en évidence une telle production, toutefois,
cette hypothése reste la plus probable. L’activité tumoricide des KDC est en outre
« naturelle » puisqu’elle ne requiert aucune stimulation. La maturation des DC spontanément
avec la culture ou aprées une stimulation par les TLR ou le CD40L va diminuer fortement leur
propriété cytotoxique (Trinite ef al., 2005). Cependant, une activité lytique résiduelle et Ca**-
dépendante est observée dans les DC CD4- matures. Cette activité résiduelle pourrait
correspondre a celle observée avec les DC cultivées une nuit précédemment décrites (Josien et
al., 1997). Le méme type de DC tueuses cultivées exprimant NKR-P1 et OX62 a été isolé de
la rate et des ganglions adjacents de rats porteurs de tumeurs histiocytiques (Alli ef al., 2004).
Suite @ un contact avec les cellules tumorales, les DC spléniques expriment NKR-P2,
I’orthologue de NKG2D chez le rat qui est couramment décrit comme un récepteur
d’activation NK. NKG2D apparait jouer un réle majeur dans la régulation de Dl’activité
cytotoxique des DC. Il pourrait jouer un role dans la reconnaissance de cellules cibles par les
DC puisqu’une relocalisation de NKG2D a été observée sur des DC de rat suite au contact
avec des cellules tumorales (Alli et al., 2004). D’autre part, la stimulation de NKG2D avec un
anticorps monoclonal augmente 1’élimination de cellules tumorales in vitro et induit un retard
dans la progression tumorale in vivo. Les auteurs ont conclu a une propriété universelle des
DC puisqu’ils ont montré que les BMDC exprimaient NKR-P2. Nous avons observé que les
KDC de rat surrégulaient le géne Nkr-p2 par rapport aux autres DC non cytotoxiques. En
effet, lors d’analyse transcriptomiques par puces et par PCR Tagman, nous avons observé que
les DC CD4- non stimulées exprimaient jusqu’a dix fois plus ce gene comparé aux DC CD4+

et pDC fraiches et stimulées. En outre, I’expression de Nkr-p2 diminue avec la maturation des

167



Discussion et Perspectives

KDC ce qui est corrélé avec la disparition de leur propriété cytotoxique. Néanmoins, nous
n’avons pu détecter la présence de la protéine NKG2D a la surface des KDC par FACS. En
effet, nous ne possédons pas d’anticorps reconnaissant le NKG2D de rat. Les essais réalisés
avec des anticorps reconnaissant ce récepteur chez la souris ou avec des protéines
recombinantes de ligands de NKG2D n’ont pas été concluants. L’expression différentielle du
gene dans les KDC suggere toutefois que cette molécule peut jouer dans les KDC un rdle
comparable a celui observé dans les cellules NK de reconnaissance des cellules cibles et
d’activation.

Nous pouvons par ailleurs nous demander si les DC CD4- identifiées chez le rat pourraient
correspondre aux IKDC/NKDC décrites chez la souris. Certaines similitudes peuvent étre
observées entre les différentes DC (Tableau 6). La plus grande différence semble provenir de
la production d’IFN-y qui est trés importante chez les IKDC et NKDC et que nous n’avons pu
observer chez les KDC. Toutefois, ’analyse des puces pangénomiques montre que la
maturation des DC CD4- avec les CpG permet la surrégulation trés importante du géne de
I’IFN-y. Ces résultats laissent a penser que les KDC ont le potentiel de produire de I’IFN-
Y mais que nous n'avons pas su le détecter peut-&tre a cause d’un probléme de cinétique. Il
semble toutefois que les IKDC/NKDC et les KDC aient le méme potentiel de cytotoxicité
immédiate envers la lignée YAC-1 et d’induction de régression tumorale faisant intervenir
probablement, et au moins en partie le récepteur NKG2D pour des phénomenes de

reconnaissance.

Tableau 9. Différences et similitudes entre les KDC de rat et les IKDC/NKDC murines

Similitudes Différences
Présence du CDl11c Production d’IFN-y
Activité cytotoxique antitumorale immédiate Implication de TRAIL dans la lyse par les IKDC
Présence de NKG2D Phénotype entre les pDC et les NK pour les
IKDC

Pas de production d’IFN-y détectée au niveau | Morphologies différentes
protéique dans les KDC mais forte induction du

messager dans les puces

Induction de régressions tumorales Pas de phagocytose identifice chez les

IKDC/NKDC

168




Discussion et Perspectives

Il a par ailleurs ét¢é montré que des DC thymiques exprimaient I’enzyme inducible NO
synthase (iNOS) et produisaient de grandes quantités de NO suite a un contact avec des
antigeénes du soi et des alloantigeénes (Aiello et al., 2000). De plus, les auteurs ont décrit que le
NO induisait une apoptose de thymocytes double positifs chez le rat suggérant que le NO
produit par les DC pourrait représenter un facteur régulateur aprés la reconnaissance des
antigénes du soi ou des alloantigénes. Cette hypothése est appuyée par le fait qu’une
stimulation des DC avec des anticorps anti-NKG2D augmente la lyse de cellules tumorales
induite par le NO (Srivastava et al., 2007). Récemment, il a ét€ montré que des BMDC de rat
stimulées avec du LPS ou de I'IFN-y pouvaient exercer des propriétés cytotoxiques
impliquant la production de NO (Nicolas et al., 2007). Néanmoins, contrairement a ce qui est
observé avec les DC tueuses en général, la mort des cellules tumorales n’est observée
qu’apres 48 de coculture. In vivo, I’injection de LPS peut induire un arrét de la croissance

tumorale corrélée avec une augmentation de I’expression de iNOS dans les pDC infiltrantes.

2. Role potentiel des DC tueuses

2.1. Dans Pimmunité tumorale
Le role des DC tueuses in vivo n’a pas encore ¢été €lucidé, cependant certaines hypotheses ont
¢été proposées. Etant donné la capacité des DC a tuer des cellules tumorales directement, un
role de ces cellules dans I’immunosurveillance des tumeurs a été suggéré. En effet, I’injection
intratumorale d’IKDC isolées de souris traitées avec de I’imatinib mesylate + IL-2 dans des
souris Rag2-/- IL-2-/- porteuses de tumeurs B16F10 est responsable d’une perturbation de la
croissance tumorale (Taieb ef al., 2006). Par ailleurs, I’administration in vivo d’anticorps anti-
NKR-P2 entraine un retard de la progression tumorale qui pourrait étre dii en partie a
I’activation des DC dans des rats porteurs d’histiocytomes (Alli ef al., 2004). Une corrélation
a été établie entre la présence de certains agents lytiques chez les DC et celles de leurs ligands
a la surface de cellules tumorales. Ainsi, des ligands de NKG2D ont été identifiés a la surface
de cellules tumorales, stressées ou infectées (Raulet, 2003) et I’expression ectopique de ces
ligands peut induire un rejet tumoral (Cerwenka et al., 2001; Diefenbach et al., 2001)
suggérant une implication de NKG2D dans certains mécanismes antitumoraux. Ces dernieres
observations ainsi que le fait que NKG2D ait été identifié¢ chez le rat (Alli ef al., 2004) nos
observations) et sur les IKDC (Chan et al., 2006) suggere fortement un role de NKG2D dans
I’activité cytotoxique des DC. Les DC qui utilisent TRAIL pour éliminer des cellules

tumorales pourraient €galement jouer un role dans la réponse innée contre les tumeurs tout en
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épargnant les cellules normales qui n’expriment pas de TRAIL-R (Janjic et al., 2002). 11
existe une preuve physique que les DC possedent le potentiel et I’équipement pour induire des
réponses directes antitumorales. Chez ’homme, une augmentation du nombre de cellules
apoptotiques a été observée dans les biopsies de lésions de carcinomes cellulaires basaux
(BCC) traités a I’imiquimod (Stary et al., 2007). De maniére intéressante, cette augmentation
de cellules apoptotiques est corrélée avec un encerclement et a une infiltration des ilots
tumoraux par des mDC et pDC. Bien que le role de cette propriété tumoricide des DC in vivo
n’ait pu étre formellement démontré, les auteurs ont montré que des mDC et pDC stimulées
avec les TLR7/8 exercaient une activité cytotoxique antitumorale in vitro via des mécanismes
perforine-granzymes et TRAIL-dépendant respectivement. Ces résultats suggerent fortement
que I’activité tueuse des DC ait un rdle in vivo. Par ailleurs, une relation entre I’agrégation de
DC infiltrant les tumeurs et I’apoptose de cellules de cancers pulmonaires in vivo a été
rapportée (Kurabayashi et al., 2004). De plus, la capture d’antigénes tumoraux par les pDC a
été observée via une endocytose induite par le TLRY (Kim et al., 2007). Tandis que la
cytotoxicité induite par les DC pourrait jouer un réle dans I’élimination de tumeurs qui reste a
étre démontrée, la capture d’antigénes tumoraux pourrait aussi constituer une fagon de
potentialiser la réponse antitumorale en reliant les réponses innées et adaptatives aux tumeurs.
Bien que des molécules cytotoxiques soient présentes a la surface des DC ou produites par
celles-ci, elles ne constituent pas les seules cellules possédant un potentiel effecteur direct. En
effet, les macrophages, les cellules NK peuvent détruire directement les cellules tumorales et
agissent comme des sentinelles pour scruter tout ce qui peut représenter un danger pour
I’organisme. Les DC cytotoxiques représentent donc un nombre moindre de cellules
effectrices antitumorales par rapport aux cellules de I’immunité innée mais également aux
CTL spécifiques. Exceptée la régression tumorale observée lors d’une injection intratumorale
d’IKDC dans des souris Rag2-/- IL-2-/- porteuses de tumeurs B16F10 qui pourrait suggérer
un role direct effecteur des IKDC sur la tumeur (Taieb et al., 2006), les régressions
couramment observées doivent étre plus induites par les CTL que par les DC cytotoxiques. La
cytotoxicité pourrait plus représenter dans ce cas un moyen pour les DC d’acquérir des
antigénes tumoraux avant destruction par les autres cellules cytotoxiques et donc une fagon de
pouvoir les présenter aux LT. Il est ainsi concevable que les DC utilisent leur activité
cytolytique dans le but d’acquérir des antigénes cellulaires de cellules cibles qu’elles ont
tuées. Chez la souris, il a été montré que les NKDC pouvaient appréter et présenter des Ags
capturés a partir de cellules YAC-1 chargées en OVA et ainsi induire la prolifération de

cellules OT-II T (Pillarisetty et al., 2005). En outre, la grande capacité des NKDC et IKDC a
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produire de I'IFN-y pourrait leur permettre d’influencer les autres cellules. Nous avons
montré que les KDC de rat pouvaient ingérer rapidement leurs victimes suite a 1’élimination
de celles-ci, (Trinite et al., 2000; Trinite et al., 2005), et induire une régression tumorale lors
d’un transfert adoptif a des rats porteurs de tumeur. Ces résultats suggeérent fortement que les
KDC puissent présenter efficacement des antigénes tumoraux capturés a partir de cellules
cibles tuées. Toutefois, nous ne pouvons affirmer que ce sont les DC cytotoxiques qui
phagocytent leurs victimes. C’est par ailleurs une difficulté générale rencontrée dans I’analyse
des différentes sous-populations de DC cytotoxiques. Le seul moyen de suivre la mort et la
capture des cellules cibles serait par microscopie time-lapse. Nous avons tenté de réaliser ce
type d’expérience. Le regroupement des DC autour des cibles rend toutefois 1’analyse
difficile. Nous ne pouvons donc conclure mais il parait toutefois vraisemblable a la vue de la
rapidité des événements que les deux fonctions dépendent du méme type de DC. L’activité
antitumorale des KDC semble étre sélective puisque les cellules normales, exceptées les
cellules endothéliales, ne sont pas tuées. Le fait que les DC cytotoxiques puissent induire la
lyse de cellules endothéliales normales prolifératives suggérent par ailleurs que les DC
peuvent détruire des vaisseaux sanguins néoformés dans les tumeurs lors de la progression

tumorale (Janjic ef al., 2002).

2.2. Dans ’immunité innée antivirale/antibactérienne
Le fait que les CpG expandent les NKDC in vivo suggere que les NKDC peuvent jouer un
role dans les réponses immunes contre les infections bactériennes et virales (Chaudhry et al.,
2006). Cependant, est-ce que les CpG induisent directement I’expansion des NKDC ou est-ce
qu’ils interviennent en stimulant d’autres cellules ? Il a de méme été montré que le FIt3L
pouvait amplifier le nombre de NKDC in vivo (Chaudhry ef al., 2006). La stimulation avec les
CpG pourrait agir sur la production de FIt3L et donc indirectement sur I’expansion des
NKDC. Nous avons également montré que le FIt3L pouvait expandre spécifiquement les
KDC in vivo suggérant un réle important de ce facteur dans 1’expansion ou la génération des
DC cytotoxiques. L’étude de Plitas et al a en outre suggéré I’importance des NKDC dans les
réponses innées envers les infections bactériennes (Plitas et al., 2007). En effet, 'infection de
souris B6 avec la Listeria monocytogenes (LM) induit 1’expansion et la maturation de NKDC
in vivo. Le contact avec des bactéries peut par ailleurs potentialiser 1’activité lytique des
NKDC puisque des NKDC isolées de souris infectées sont bien plus efficaces que des NKDC
d’animaux non infectés dans la lyse de cellules YAC-1. Les auteurs ont é¢galement montré que

les NKDC constituent la source majeure d’IFN-y précoce suite a une infection avec LM. De
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nombreuses DC ont été décrites comme possédant des fonctions lytiques aprés une
stimulation avec des CpG ou LPS bactériens. Par exemple, les IKDC montrent une grande
sensibilit¢ aux ODN CpG mais non au LPS (Chan et al., 2006). Le stimulus d’activation
apparait étre déterminant dans la survenue des capacités lytiques des DC. De facon similaire,
I’infection virale semble aussi activer les DC cytotoxiques. Ainsi, la population de NK/DC
bitypique peut étre amplifiée jusqu’a 7 fois lors d’infections avec le LCMV (Homann ef al.,
2002). Ces résultats suggerent le recrutement de ces cellules régulatrices avec un potentiel
cytotoxique en cas d’infection virale. Puisque les NK/DC sont également retrouvées dans les
animaux non immunisés, la fonction de cytotoxicité de type NK et la fonction de stimulation
de cellules T naives de type CPA sont naturellement présentes dans les NK/DC de souris. Les
infections par le virus de la rougeole ou le virus influenza induisent les MoDC et les pDC a
exprimer TRAIL et a déclencher la mort de cellules cibles (Vidalain ef al., 2001; Chaperot et
al., 2006). Les propriétés lytiques des DC pourraient dans ce cas représenter une manicre
d’¢liminer des cellules infectées in vivo et par la développer une réponse CTL adaptative. Les
cellules stressées et infectées surexpriment également des ligands de NKG2D. La présence de
ce récepteur a la surface de certaines DC appuie I’hypothése d’une participation de cette
fonction lytique des DC dans I’immunité antivirale.

Fossum et al avaient remarqué que lors d’élimination de leucocytes allogéniques par des NK
in vivo, des fragments de cellules injectées étaient retrouvés dans les DC présentes dans les
zones T (Fossum et al., 1986). 11 a de méme été montré que les DC CD8+ spléniques chez la
souris pouvaient phagocyter et présenter sélectivement des cellules apoptotiques (Iyoda et al.,
2002). Les auteurs ont observé que lorsque des LB allogéniques vivants étaient injectés a des
souris, ils étaient phagocytés efficacement par les DC CD8+. Les auteurs ont supposé que la
phagocytose était possible grace a 1’élimination de cellules vivantes par les cellules NK.
Toutefois, les DC cytotoxiques sont capables a la fois de tuer les cellules vivantes et de les
phagocyter. Récemment, Allan ef al ont montré que lors d’infection avec le virus de I’herpes
simplex, les DC de la peau (LC et DC du derme) gagnaient les ganglions lymphatiques mais
qu’elles ne stimulaient pas directement les CTL (Allan et al., 2006). Cette activation était
néanmoins assurée par les DC CD8+ résidant dans les ganglions suggérant un transfert des
antigenes des DC de la peau vers les DC CD8+. Ce transfert pourrait se réaliser sous la forme
d’une lyse et d’une phagocytose des LC et des DC du derme par les DC CD8+ dans 1’optique
que celles-ci soient vraiment 1’équivalent des KDC de rat. Bien que les DC CD8+ soient
douées de capacités de phagocytose, leur activité cytotoxique n’a toujours pas €té démontrée.

On peut soumettre 1’idée que les DC cytotoxiques peuvent tuer d’autres DC infectées. En
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effet, chez le rat, les DC CD4+ non cytotoxiques sont absentes a 1’état de repos des zones T
des ganglions et de la rate qui sont colonisées par les DC CD4-. Lors d’une injection
intraveineuse de LPS, ces DC CD4+ vont toutefois gagner ces zones T ganglionnaires et
spléniques (Turnbull et al., 2005). Elles peuvent ainsi lors d’infection bactérienne entrer en
contact avec les KDC. Nous pouvons supposer a ce moment-la que ces DC CD4+
représentent un moyen de transfert de la périphérie et de capture d’antigeénes bactériens par les
DC CD4- directement dans les organes lymphoides. Les KDC pourraient alors tuer et
phagocyter les autres DC dans le but d’acquérir des antigénes bactériens et de les présenter
aux LT in situ. Enfin, il a ét¢ montré récemment, que lors d’infections pulmonaires, les DC
CD8+ résidentes dans les ganglions stimulaient des LT CD8+ naifs et mémoires spécifiques
du virus influenza tandis que les DC dérivant du poumon ne permettaient qu’une activation
des LT CD8+ naifs (Belz et al., 2007). Ces DC résidentes seraient donc importantes dans la
génération de réponses secondaires.

Certains résultats soulévent par ailleurs I’hypothese que la cytotoxicité puisse étre utilisée par
les pathogeénes pour contourner le systéme immunitaire. Les DC des ganglions lymphatiques
purifiées de souris infectées avec de fortes doses de virus influenza expriment Fas-L et
induisent ainsi 1’apoptose de cellules T CDS8+ actives proliférantes dans les ganglions
lymphatiques péribronchiaux (Legge et al., 2005). Les auteurs ont également pu observer une
génération accrue de cellules T CD8+ activées et une plus grande résistance a I’infection dans
les souris déficientes en Fas-L. Il a de plus ét€¢ montré chez ’homme que lors d’infection avec
le CMV, les DC survivantes provoquaient I’apoptose de cellules T activées via TRAIL et Fas-
L (Raftery et al., 2001). En accord avec ce principe, les DC infectées avec le VIH ont été
montrées comme induisant une apoptose de cellules T CD4+ infectées et non infectées de

maniere dépendante de TRAIL, Fas-L, TNF-a et TWEAK (Lichtner et al., 2004).

2.3. Dans la tolérance
Une autre hypothése concernant le rdle potentiel des DC cytotoxiques in vivo est leur
contribution dans la tolérance périphérique. En effet, certaines études suggerent 1’implication
des DC dans la post-activation des cellules T activées. L’activité lytique des DC pourrait
représenter une facon de réguler négativement les réponses T qu’elles ont elles-mémes
initiées. Dans cette optique, certains auteurs ont décrit une association entre la mort des
cellules T et la surrégulation des molécules lytiques a la surface des DC. De cette fagon, les
BMDOC de souris induisent la délétion d’hybridomes T par une intervention de TRAIL (Yu et

al., 2002). De maniécre intéressante, alors que TRAIL a été décrit sur les pDC humaines, un
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role de TRAIL dans I’inhibition de I’arthrite autoimmune a été mis en évidence (Song et al.,
2000). Ces résultats confirment 1’observation de Legge et al, qui décrirent la fonction
régulatrice des DC des ganglions lymphatiques induisant la lyse via Fas-L de cellules T CD8+
spécifiques de I'influenza (Legge et al., 2005). Ensuite, les NK/DC bitypiques décrites par
Homann et al sont capables de transférer une protection envers le diabéte de type 1 grace a un
blocage de CD40L (Homann et al., 2002). Cette protection est spécifique d’autoantigeénes.
Ces résultats ont soulevé une autre hypotheése selon laquelle les DC utilisent leur fonction
cytolytique dans le but d’acquérir des autoantigénes dans les tissus périphériques afin de
prévenir les maladies autoimmunes. Les DC CD4- de rat ont été décrites comme tuant des
cellules endothéliales suggérant la capacité de cette sous-population de DC de lyser des
cellules normales (Trinite ef al., 2005). De plus, Huang et a/ ont observé qu’une population de
DC CD4- comparable phénotypiquement aux DC spléniques dans la lymphe afférente
transportait des fragments de cellules épithéliales intestinales apoptotiques vers les zones T
(Huang et al., 2000). Ces données supportent la théorie que les DC spléniques de rat qui sont
présentes dans la pulpe rouge de la rate puissent capturer des antigeénes de cellules circulantes
et migrent ensuite vers les zones T des ganglions lymphatiques pour tolériser le systéme
immunitaire. Un ¢élément confirmant 1’implication des DC cytotoxiques dans la tolérance est
la synthése de NO par les DC thymiques suite au contact avec des antigénes du soi et des
alloantigeénes chez le rat (Aiello ef al., 2000). Ces résultats évoquent un role des DC dans la
tolérance centrale. Le NO produit pourrait induire 1’apoptose de thymocytes double positifs
entrainant la délétion négative de cellules autoréactives. La capture directe d’antigenes du soi
de la périphérie pourrait compléter la présentation d’antigénes ectopiques grace a 1’expression
du gene AIRE dans le thymus amenant a la délétion des thymocytes autoréactifs. En
conclusion, ces mécanismes pourraient contribuer au contrdle de I’émergence des cellules T

autoréactives.

2.4. La présentation d’antigénes et la différenciation T induites par les DC
cytotoxiques
La cytotoxicité des DC pourrait représenter une fonction effectrice directe, mais elle pourrait
aussi étre un moyen de capturer des antigénes dans le but de potentialiser la réponse immune.
I1 est intéressant de penser que les DC pourraient provoquer la mort de cellules cibles et par la
suite ingérer les corps apoptotiques résultants entrainant ainsi le développement de réponses
adaptatives spécifiques. Les DC peuvent acquérir des antigenes de cellules apoptotiques et

ainsi promouvoir des réponses spécifiques d’antigenes (Albert et al., 1998). Les DC tueuses

174



Discussion et Perspectives

ont été décrites comme capturant des antigénes. Les DC dérivées de monocytes d’ascites
peuvent ainsi tuer et ingérer des cellules tumorales ovariennes apoptotiques autologues (Yang
et al., 2001). La phagocytose de cellules cibles suggere une présentation des antigeénes
correspondants. Les auteurs ont aussi démontré que les DC cultivées en présence de cellules
tumorales ovariennes autologues entrainaient la prolifération de CTL spécifiques de
carcinomes ovariens confirmant qu’elles puissent présenter des antigénes capturés a partir de
cellules qu’elles ont tuées. Par ailleurs, le pré-traitement de cellules tumorales avec un
compos¢ donneur de NO permet d’augmenter la capture de corps apoptotiques et la
présentation croisée d’antigénes associés aux tumeurs suite & la mort par des DC murines
(Huang et al., 2005). Dans ce cas, le NO potentialise la mort de cellules tumorales induite par
Fas-L. Chez le rat, nous avons observé que les KDC pouvaient phagocyter efficacement des
cellules tumorales aprés les avoir tuées (Trinite et al, 2005). L’ingestion de cellules qui
apparait trés rapidement est sélective puisque des cellules cibles résistantes a la lyse par les
DC ne sont pas phagocytées. Ces données suggerent qu’il existe un lien étroit entre I’activité
cytotoxique et la capture d’antigénes par les DC confirmant le role potentiel de cette activité
tueuse dans la présentation croisée d’antigénes tumoraux. Par ailleurs, nous avons montré que
les DC CD4- de rat qui pourraient représenter 1’équivalent de ces DC CD8+ de souris sont les
seules a phagocyter efficacement des cellules apoptotiques (Trinite et al., 2005). 1l a
également été montré que chez la souris, les DC CD8+ spléniques phagocytaient et
présentaient sélectivement des cellules apoptotiques (Iyoda ef al., 2002). Ces DC CD8+ sont
également capables de cross-présenter les antigenes (den Haan et al., 2000). 11 a de méme
était montré que les NKDC et IKDC apprétaient des antigénes mais dans une moindre mesure
que les cDC (Pillarisetty et al., 2005; Chan et al., 2006). De maniere intéressante, les IKDC
spléniques ne sont pas d’aussi bonnes stimulatrices des cellules T que les IKDC des
ganglions impliquant que les capacités d’apprétement des DC tueuses ont un intérét
physiologique de capture d’antigenes a la périphérie et de présentation aux lymphocytes T
dans les ganglions lymphatiques. D’autre part, les cellules NK ont été décrites comme
possédant des capacités de stimuler des lymphocytes T (Roncarolo et al., 1991; Hanna et al.,
2004; Zingoni et al., 2004). Cette capacit¢ de stimulation de lymphocytes T CD4+ est
associée a des fonctions de type CPA puisque des cellules NK semblent promouvoir la
prolifération de cellules T spécifiques d’antigéne quand elles sont chargées avec ce méme
antigene. Cette propriété originale des cellules NK est expliquée par la surrégulation de
molécules de classe 11 du CMH et de ligands de molécules de costimulation a la surface des

NK. De plus, il a été montré que des cellules T /6 étaient capables d’acquérir un phénotype et
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une fonction de DC (Brandes ef al., 2005). L’importance de récepteurs activateurs a été mise
en évidence dans ces études car la stimulation de NKG2D, CD16 peut induire 1’expression
d’OX40L (Zingoni et al., 2004) et augmente les capacités de stimulation (Hanna ef al., 2004).
En résumé, la barriere entre les KDC et les NK n’est pas si évidente puisque les KDC sont
capables de tuer directement des cellules cibles et les NK possédent 1’équipement pour

présenter efficacement des antigénes. La différence réelle vient de leur origine.

2.5. Spéculation d’origine
Il n’y a pas de preuve particuliere suggérant que les DC cytotoxiques se dissocient du lignage
normal des DC exceptées pour les NKDC et IKDC récemment décrites. En dépit de
I’expression des marqueurs NK, la lyse de cellules cibles et la production d’IFN-y, certains
auteurs ont spéculé que les NKDC représentaient un stade intermédiaire de développement
entre les pré-DC et les DC (Chen et al., 2007). Aucune évidence de lien direct entre les
NKDC et les cellules NK n’a été démontrée. En effet, les NKDC ne peuvent pas se
développer apres transfert adoptif de cellules NK dans des souris irradiées sub-létalement.
Plitas et al distinguent les NKDC des NK grace a leur production d’IFN-y en réponse a une
infection avec la Listeria monocytogenes (Plitas et al., 2007). Les NKDC apparaissent
répondre plus tot et davantage que les cellules NK. Méme si un précurseur bipotentiel de NK
et de DC a été décrit dans le thymus humain (Marquez ef al., 1998), les NKDC et les IKDC
semblent se développer a partir d’'une voie unique de différenciation. Les IKDC partagent
quelques caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles avec les pDC. Un argument
expliquant que les IKDC appartiennent plutét a la lignée DC qu’a la lignée NK est
I’identification des IKDC dans les souris Rag2-/-IL-2ry-/- (Taieb et al., 2006). Welner et al
ont émis I’hypothése qu’elles puissent provenir du méme progéniteur mais que les voies de
différenciation divergent assez rapidement des lignées DC et NK (Welner et al, 2007).
L’appartenance des DC cytotoxiques a la lignée NK ou a la lignée DC devient plus
compliquée avec la description de cellules NK avec des propriétés de CPA (Hanna et al.,
2004). 11 n’y a pas de preuve pouvant confirmer le lien entre les DC tueuses et les NK
possédant des propriétés de CPA. Les NKDC, les IKDC et les DC spléniques de rat possedent
des similarités phénotypiques avec des NK du fait de leur expression de marqueurs NK
(Josien et al., 1997; Pillarisetty et al., 2005; Chan et al., 2006). Mais est-ce suffisant pour
associer les DC cytotoxiques a la lignée NK ? Il semble que ce ne soit pas le cas puisque
certaines DC tueuses apparaissent se développer a partir d’une lignée distincte tandis que

d’autres DC cytotoxiques telles que les BMDC dérivent directement de la lignée DC.
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3. Les implication physiopathologiques potentielles

Le potentiel antitumoral direct des DC semble représenter un enjeu majeur dans le traitement
des cancers. En dépit du fait que le rdle in vivo des DC cytotoxiques ne soit toujours pas
clairement établi, certaines implications thérapeutiques peuvent étre suggérées sur la base de
leurs caractéristiques. Tout d’abord, le transfert adoptif de DC cytotoxiques doit permettre un
retard de la progression tumorale en théorie puisque les DC peuvent directement attaquer des
cellules tumorales et ainsi promouvoir le développement de réponses CTL spécifiques.
Comme des DC chargées de peptides tumoraux sont couramment employées dans
I’immunothérapie des cancers, les DC cytotoxiques pourraient acquérir directement ex vivo
des antigénes tumoraux et ensuite étre injectées dans le but d’induire une réponse
antitumorale. Le transfert adoptif d’IKDC activées in vivo ou de NKDC activées ex vivo
entrainerait une perturbation de la croissance tumorale (Chaudhry ef al., 2006; Taieb et al.,
2006). Nous avons montré que les KDC de rat pouvaient également induire une régression
tumorale dans un modéle d’ostéosarcome.

Toutefois, un point crucial pourrait étre la limitation du nombre de DC pouvant étre injectées.
Une piste prometteuse est I’expansion ex vivo ou in vivo des DC cytotoxiques. Les IKDC
peuvent ainsi étre amplifiées par I’IL-15 (Ghiringhelli ef al., 2007). Il a été décrit que le CpG
pouvait expandre les NKDC d’environ 5 fois in vivo. Au-dela des effets du CpG, la
surexpression du FIt3L a ét¢ montrée comme pouvant amplifier le nombre de NKDC de 2 a
18 fois selon les organes (Chaudhry et al., 2006). C’est en accord avec 1’observation faite
chez le rat que la surexpression de FIt3L induisait une expansion spécifique des KDC par
rapport aux autres sous-populations de DC. Le FIt3L permet 1’expansion spécifique des KDC
puisque les DC CD4+ et les pDC sont amplifiées de fagcon marginale. Par ailleurs, les KDC
conservent leurs activités cytolytiques et phagocytaires. L’injection d’AdFIt3L représente
donc un outil intéressant dans les phénomenes de vaccination, mais il pourrait également
expandre directement les KDC in vivo chez des animaux porteurs de tumeurs et favoriser les
fonctions effectrices directes de ces DC sur les cellules tumorales.

Ensuite, certains adjuvants qui induisent un phénotype cytotoxique chez les DC pourraient
étre injectés en tant que vaccins pour stimuler les réponses antitumorales. Il a ét¢ montré que
I’application d’Imiquimod entrainait le recrutement dans les infiltrats inflammatoires de mDC
encerclant les tumeurs et de pDC infiltrant les carcinomes (Stary et al., 2007). Les deux types

de DC expriment un phénotype cytotoxique suite au traitement et présentaient des fonctions
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lytiques. La stimulation des TLR7 et TLRS entraine la transformation des DC en cellules
tueuses. Ces données confirment la suggestion de Chaperot et al qui observaient une
surrégulation de TRAIL a la surface des pDC suite a I’activation avec des agonistes des TLR7
ou TLRY (Chaperot et al., 2006). La corrélation entre le recrutement des pDC et la régression
de mélanomes avait été précédemment décrite dans un modele de traitement de souris avec de
I’imiquimod (Palamara et al., 2004). Tous ces résultats tendent a confirmer une possible
activation in vivo des DC cytotoxiques suite a une stimulation avec des agonistes des TLR.
Enfin, certains agents pourraient étre employés dans le but de sensibiliser les tumeurs a la
lyse par les DC. Ainsi, le NO permet de rendre les cellules de lymphomes plus susceptibles a

I’apoptose provoquée par les DC (Huang et al., 2005).

Conclusion

En résumé, il semble que nous ne puissions pas identifier un seul mais plusieurs mécanismes
de cytotoxicité mais 1’issue de la mort cellulaire dépend du contexte de la confrontation de la
cellule effectrice avec sa cible. Le contact de la DC et de sa victime apparait toutefois étre
déterminant dans la reconnaissance de la cible et ainsi dans le développement des
événements. La cytotoxicité pourrait étre utilisée in vivo par les DC comme une fonction
effectrice d’élimination de cellules infectées ou de cellules tumorales. Par ailleurs, les DC
pourraient employer leur fonction lytique pour acquérir des antigenes dans le but de les
présenter aux lymphocytes T. Le role de cette propriété non ordinaire devrait €tre exploré plus

longuement a la vue des enjeux thérapeutiques potentiels.
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MECANISME D’ACTION ET FONCTION D’UNE SOUS-POPULATION DE
CELLULES DENDRITIQUES CYTOTOXIQUES CHEZ LE RAT

Nous avons identifi¢ chez le rat une sous-population de cellules dendritiques (DC)
possédant une activité cytotoxique directe envers de nombreuses cellules tumorales in
vitro. Cette action anti-tumorale rapide et efficace se traduit chez les cellules cibles par une
apoptose indépendante des caspases, des mécanismes perforines-granzymes et des
récepteurs de mort classiques (TRAIL, FasL, TNFa). Par ailleurs, elle n'est pas inhibée par
la surexpression de Bcl2. Nous avons cherché a caractériser ce mécanisme inhabituel de
mort cellulaire par I’identification des molécules impliquées dans cette apoptose. Pour
cela, nous avons identifié¢ des génes différentiellement exprimés dans cette population
particuliere de DC tueuses par rapport a des DC non cytotoxiques grace a des puces
exhaustives de rat. Parmi ces génes le récepteur NKG2D semble étre impliqué dans la lyse
par les DC tueuses puisqu’il est surexprimé par les DC cytotoxiques et que son blocage
entraine une inhibition partielle de la lyse. L’activité tumoricide des DC est de plus
associée a une phagocytose rapide des cellules cibles. Ces DC tueuses induisent 1’apoptose
et phagocytent des cellules issues d’un ostéosarcome de rat in vitro. La vaccination de rat
porteurs d’ostéosarcome avec des DC ayant tué et phagocyté ces cellules induit une
régression de la tumeur in vivo. Cette fonction cytotoxique pourrait étre impliquée in vivo
dans des réponses antitumorales mais aussi dans des phénomenes de tolérance.

Mots-clés : cellules dendritiques, cytotoxicité, tumeur, ostéosarcome, NKG2D

MECHANISM AND FUNCTION OF A SUBSET OF CYTOTOXIC DENDRITIC
CELLS IN THE RAT

We have previously identified in the rat a subset of dendritic cells (DC) that exhibit a
direct cytotoxic activity against a wide range of tumor cells in vitro. This tumoricide
activity is very rapid and efficient and induces a caspase- and perforin-granzymes-, as well
as TRAIL-, FasL- and TNF-independent apoptosis in target cells. Moreover the
overexpression of Bcl2 can not protect target cells from the killing activity of DC. We
attempted to characterize this unusual pathway of cell death via the identification of
apoptotic molecules. In this purpose, we identified differentially expressed genes between
the killer DC and non cytotoxic DC using exhaustive rat microarrays. Among the
candidate genes, NKG2D may be implicated in the lysis given its overexpression by killer
DC. In addition, the blockade of NKG2D leaded to the partial inhibition of apoptosis.
Moreover the cytotoxic function of DC is associated with a rapid phagocytosis of the target
cells. DC could induce the apoptosis and phagocytose rat osteosarcoma-derived tumor
cells in vitro. The vaccination of osteosarcoma-bearing rats with DC that killed and
phagocytosed tumor cells induced the regression of the tumor in vivo. The tumoricide
function of DC may be implicated in vivo in tumor surveillance as well as in tolerance.

Key words: Dendritic cells, cytotoxicity, tumour, osteosarcoma, NKG2D
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