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Introduction



[- Réponse immunitaire et interface entre I’immunité innée et adaptative

La réponse immunitaire est classiquement définie par deux composantes distinctes, I’'immunité
innée et 'immunité adaptative. L’immunité innée va étre en premiére ligne pour lutter contre les
agressions par des organismes pathogeénes comme les virus et les bactéries. L immunité adaptative viendra
par la suite apporter une réponse plus spécifique, et une mémoire contre ces infections par des
microorganismes ou pour reconnaitre des cellules endommagées. Bien que ces deux phases soient
distinctes et composées de leurs effecteurs propres, I’une ne fonctionne pas sans I’autre. D’une part
I’immunité innée va permettre d’initier les réponses adaptatives par I’intermédiaire de signaux cellulaires
et moléculaires, et d’autre part, une fois activée, I’immunité adaptative va utiliser des mécanismes de
I’immunité innée pour lutter contre les infections. Les différents mécanismes de ces deux voies seront donc
décrits dans deux parties distinctes et une attention particuliere sera portée a certaines cellules faisant

I’interface entre ces deux types de réponses, les cellules dendritiques (DC).
1. L’immunité innée

La réponse aux agressions de I’organisme soit par des microorganismes pathogénes, soit par des
cellules endommagées, va conduire a une cascade de réponses du systéme immunitaire qui vont
successivement se mettre en place jusqu’au contrdle et a I’élimination de I1’agresseur. Chez les
mammiféres, la premiére ligne de défense contre les infections reste les épithéliums comme la peau, qui va
fournir une barriére physique pour protéger contre les microorganismes extérieurs, ou encore comme
I’épithélium intestinal qui empéche la dissémination de la flore commensale au sein de 1’organisme.
Cependant quand ces premiéres lignes de défenses sont brisées ou que I’organisme doit gérer un stress
cellulaire interne, le systéme immunitaire va gérer le conflit grice a la réponse immunitaire innée. Si les
effecteurs de I’immunité innée ne sont pas capables de reconnaitre de facon spécifique des pathogénes,
contrairement aux effecteurs de la réponse adaptative, ils sont cependant en mesure de discriminer les
cellules du soi des pathogenes, les cellules saines des cellules endommagées. Cette reconnaissance se fait

grace a une série des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs), capables de détecter

tout un panel de molécules produites lors du stress cellulaire, appelées signaux de dangers.
1.1 Activation des réponses immunes par les signaux dangers
1.1.1 Les signaux de danger et leur reconnaissance

Les microorganismes pathogenes tout comme les cellules endommagées vont produire des
molécules reconnues comme des signaux de danger par 1’organisme. Ces structures sont appelées motifs
moléculaires associés au pathogénes (PAMPs) (Janeway, 1989; Janeway and Medzhitov, 2002).
Cependant, il existe aussi d’autres structures moléculaires capables d’agir comme des signaux de danger
permettant d’activer le systéme immunitaire, mais cette fois d’origine endogene, ce sont les motifs

moléculaires associés aux dommages cellulaires (DAMPs), ou alarmines. Les DAMPs sont produits par les



cellules endommagées suite a un stress cellulaire (Bianchi, 2007). Ces différents motifs moléculaires vont

&tre reconnus par les PRRs et permettre aux cellules effectrices de I’immunité innée de s’activer.

Les récepteurs de type Toll (TLR) sont les PRRs les plus décrits, et ce sont eux qui vont étre
responsables de la reconnaissance des PAMPs (Akira, 2003). Chez la souris, douze TLR ont été identifiés a
ce jour (Akira et al., 2006), dont les principaux sont les TLR1, TLR2, TLR4, TLRS et TLR6 qui ont une
localisation membranaire en surface des cellules, et les TLR3, TLR7 et TLR9 surtout présents a la
membrane du réticulum endoplasmique (Barton and Kagan, 2009). Tous ces TLR vont étre capables de
reconnaitre un grand nombre de PAMPs apportés par les pathogeénes (figure 1). Le TLR2 est capable de
former des hétérodimeéres avec le TLR1 ou le TLR6 (Ozinsky et al., 2000), afin de reconnaitre une large
gamme de ligands comprenant des lipoprotéines produites par les bactéries et les virus entre autres, et le
peptidoglycane produit par les bactéries a Gram positif. Les complexes TLR2/TLR1 et TLR2/TLR6 vont
étre capables de reconnaitre respectivement les lipoprotéines triacylés et diacylés (Takeuchi and Akira,
2010; Takeuchi ef al., 2001; Takeuchi et al., 2002). Le TLR4 reconnait un composant majeur des bactéries
a Gram négatif, le lipopolysaccharide (LPS) (Hoshino et al., 1999). Cependant le TLR4 a besoin de la
protéine MD-2 pour lier de fagon efficace le LPS, et permettre au complexe TLR4/MD-2 de transduire un
signal d’activation via NF-xB (Shimazu et al., 1999). Enfin, le TLRS surtout exprimé par les DC
intestinales, reconnait la flagelline, issue des bactéries possédant un flagelle (Hayashi et al., 2001). Les
TLR3, TLR7 et TLRY sont eux spécialisés dans la reconnaissance des acides nucléiques, notamment
bactériens et viraux. Le TLR3 wva lier les ARN double brin dont I’analogue synthétique est 1’acide
polyinosinique-polycytidylique (polyl:C) (Alexopoulou ef al., 2001), tandis que le TLR7 a pour ligand les
ARN simple brin (Diebold et al., 2004; Hemmi et al., 2002). Le TLR9, quant a lui, va reconnaitre les ADN
non méthylés contenant des motifs CpG largement présents au sein des ADN viraux, comme ceux des
virus herpés simplex (HSV) et du cytomégalovirus murin (MCMV) (Krug et al., 2004a; Krug et al., 2004b;
Lund et al., 2003). L’engagement de ces voies TLR, a part celle du TLR3, par leurs ligands va permettre
d’initier une cascade de signalisation cellulaire passant par la protéine adaptatrice MyD88 (Kawai and
Akira, 2006). Cette activation des TLR par les PAMP va conduire a la production par les cellules de
cytokines pro-inflammatoires dans le cas des TLR1, TLR2, TLR4, TLRS et TLR6, et a la production plus
spécifique d’interféron de type I (IFN-I) pour les TLR3, TLR7 et TLRY (figure 1). Cependant le TLR4 est
également capable de provoquer une sécrétion d’IFN-I en induisant la voie de transduction TRIF qui est
commune avec celle employée par le TLR3 (Takeuchi and Akira, 2010). Les TLR7 et TLRY étant
exprimés spécifiquement par un sous type de DC, les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC), ces
cellules seront les principales productrices d’IFN-I dans les réponses antivirales et feront 1’objet d’une

partie spécifique dans la suite du mémoire.
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Figure 1 : La réponse TLR dans I’immunité innée. Les hétérodimeres TLR1/TLR2 et TLR6/TLR2
reconnaissant les lipoprotéines, le TLR4 liant le LPS et le TLRS reconnaissant la flagelline vont induire
une production de cytokines pro-inflammatoires par 1’intermédiaire de la voie MyD88. Le TLR7 et le
TLRO vont induire une production d’IFN-I aussi par la voie MyD88, de méme que les TLR3 et TLR4 mais
par 'intermédiaire de la voie TRIF. (D’apreés (Kawai and Akira, 2006)).

D’autres types de récepteurs sont capables de capter des motifs issus des pathogenes pour activer
les effecteurs de I’immunité innée. En effet, les récepteurs transmembranaires a lectine de type C (CLRs),
les récepteurs cytoplasmiques de type RIG-1 (RLRs) qui vont reconnaitre les ADN et ARN viraux, ainsi
que ceux de la famille des NLRs qui vont détecter les peptidoglycanes bactériens, sont capables d’activer

les réponses immunes suite a une infection par un pathogéne (Takeuchi and Akira, 2010).

Les DAMPs produits par les cellules endommagées ou en condition de stress vont également étre
capables d’activer le systtme immunitaire. HMGBI1 pour high mobility group box 1 est une de ces
alarmines qui est maintenant bien décrite. C’est une protéine nucléaire non-histone capable de se lier a
I’ADN afin de favoriser I’assemblage des complexes nucleo-protéiques (Thomas, 2001). HMGBI1 peut étre
libérée par les cellules mourant par nécrose et induire une inflammation mesurée par la sécrétion de TNF
(Scaffidi ef al., 2002). 11 a également été reporté que HMGB1 pouvait étre sécrétée par des monocytes
activés (Gardella et al., 2002). En outre, HMGB1 contient deux cystéines, C23 et C45 en particulier, qui en
fonction de leur état d’oxydo-réduction vont définir le type de réponses induites par la protéine. En effet, la
forme réduite (CySH) va permettre le recrutement au site inflammatoire de leucocytes, tandis que la forme
oxydée (CySOs') va induire la sécrétion de cytokines inflammatoires par les macrophages comme le TNF
par exemple (Venereau et al., 2012). Une fois libérée par la cellule, HMGBI1 va interagir avec de
nombreuses molécules, lui permettant ainsi de se lier a différents récepteurs. Par exemple, en se liant au
LPS, HMGBI va former un complexe capable d’induire une plus grande sensibilit¢ du TLR4/MD-2 et
provoquer un effet synergique sur la sécrétion de TNF par les monocytes (Youn et al., 2008). La liaison
préférentielle de HMGBI1 avec I’ADN va conduire a la formation de complexe HMGB1/ADN qui va se
lier avec RAGE pour receptor for advanced glycation end-products, le principal récepteur de HMGBI1
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décrit a ce jour, et qui va permettre a I’ADN de rentrer dans le milieu intracellulaire afin d’activer les
réponses immunitaires (Sims et al., 2010). Ainsi des complexes HMGB1/CpG ont montré une capacité a
augmenter de facon dépendante du TLR9 et de RAGE, la réponse IFN-I par les pDC (Tian et al., 2007).
Cette capacité a activer les réponses immunes par de nombreuses voies a permis d’impliquer HMGBI1 dans
la physiopathologie de plusieurs maladies auto-immunes dont la polyarthrite rhumatoide (Kokkola et al.,
2003), le lupus érythémateux disséminé (SLE) (Urbonaviciute ef al., 2008) et la sclérodermie (Y oshizaki et
al., 2009).

Le récepteur RAGE est aussi capable de lier d’autres alarmines que HMGB1, comme les protéines de
la famille S100 provoquant une forte inflammation dans des modéles murins de colite (Hofmann et al.,
1999). Si HMGBI est I’alarmine a ce jour la plus étudiée, il existe d’autres DAMPs capables d’activer les
réponses innées comme les protéines de choc thermique (HSPs pour heat shock proteins) ou I’acide urique

(Bianchi, 2007).
1.1.2 Régulation des réponses inflammatoires par la compartimentation des PRRs

Toutes ces voies permettant I’activation du systéme immunitaire par I’intermédiaire de différents
récepteurs nécessitent un certain degré de régulation. Car si le systéme de reconnaissance des pathogenes
semble fonctionner de fagon spécifique, il n’est pas intuitif de penser que tous ces récepteurs, puissent par
eux méme, faire la différence entre un microorganisme commensal ou pathogéne, entre un acide nucléique
d’origine du soi ou viral. En effet, les motifs reconnus par les PRRs, comme le LPS ou les acides
nucléiques, vont étre communs entre les différents microorganismes quel que soit leur degré de
pathogénicité. C’est donc grace a la compartimentation au sein de ces réponses que leur intensité sera
régulée. Au niveau intestinal par exemple, les cellules épithéliales qui sont a I’interface entre la flore
commensale, non pathogeéne, et la circulation systémique, vont exprimer des TLR permettant la
reconnaissance des motifs bactériens mais uniquement au niveau de leur pdle basolatéral (Abreu, 2010).
Ceci va permettre leur activation uniquement dans le cas d’une invasion bactérienne pathogéne de la flore
intestinale. Si les pathogénes passent cette barriére épithéliale, les DC seront alors activées grace a
I’engagement du TLRS par la flagelline, par exemple, et s’ensuivra alors la sécrétion par ces cellules de
cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-6 et ’IL-12 (Uematsu et al., 2006). Il se peut que I’infection ne
soit pas contrdlée a ce stade. Alors, I’infection va se propager dans les différents compartiments de
I’organisme provoquant des réponses de plus en plus fortes jusqu’a une activation adéquate et étre
totalement controlée (Iwasaki and Medzhitov, 2015). La localisation des PRRs au sein des différents
compartiments des cellules immunitaires va également étre importante pour assurer une réponse spécifique
aux pathogénes. En effet, comme décrit précédemment, certains TLR sont exprimés en surfaces et d’autres
comme le TLR7 et TLR9 dans le compartiment endosomal. Ce sont les acides nucléiques qui vont activer
les TLR intracellulaires. Il a ét¢ montré que ces TLR étaient aussi capables de reconnaitre des acides
nucléiques du soi, et donc favoriser le développement de maladies auto-immunes comme le SLE

(Marshak-Rothstein, 2006). En particulier, I’'implication du TLR9 reconnaissant un complexe ADN-
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HMGBI1 dans le développement du SLE a été explicitement montrée (Tian et al., 2007). Plus
généralement, la stimulation TLR par de I’ADN du soi est associée a des désordres auto-immuns (Boule et
al., 2004). Grace a leur localisation intracellulaire, ces TLR n’activent pas de manicre aberrante le systéme
immunitaire en condition normale. En effet, en condition physiologique, seuls les pathogénes infectant les
cellules vont fournir des ligands aux TLR7 et TLR9. Cependant, les conditions permettant aux acides
nucléiques du soi d’entrer dans le cytoplasme des cellules immunitaires sont pour le moment peu décrites.
Il a été proposé malgré tout, que dans le cadre de maladies auto-immunes, les ADN du soi pourraient
résister a leur dégradation par les DNAses endosomales, car protégés par des auto-anticorps au sein de
complexes immuns (Barton and Kagan, 2009). La répartition des PRRs dans différents compartiments va
donc permettre en condition normale, de fournir une réponse adaptée au degré d’intrusion des organismes
pathogénes. Ainsi en cas d’échec du contrdle des infections aux stades primaires, les pathogénes vont
progressivement activer d’autres PRRs provoquant leur éradication par les différents effecteurs de
I’immunité.
1.1.3 Les ligands de PRRs dans la modulation des réponses innées

Si la compartimentation des PRRs est importante dans la régulation des réponses inflammatoires,
le type de ligands activant ces récepteurs va influencer les réponses qui vont étre induites. Ainsi les TLR2
et TLR4 peuvent jouer un rdle dans les dommages du myocarde causés par des phénomenes
d’ischémie/reperfusion (Arumugam et al., 2009). Dans ce contexte le TLR4 va étre capable de reconnaitre
et d’étre activé par une molécule de stress cellulaire comme la HSP70, et provoquer la sécrétion de TNF
(Dybdahl et al., 2002). Ainsi, I’utilisation d’un antagoniste de TLR4, I’eritoran, va permettre de diminuer
les dommages du myocarde suite a 1’ischémie/reperfusion (Shimamoto et al., 2006). Plus généralement
I’implication des TLR2 et TLR4 dans des mécanismes d’inflammation stérile, non dépendante de PAMPs,
a conduit a identifier des ligands de stress cellulaire capables d’induire une réponse TLR médiée. Ainsi de
nombreuses HSPs, comme HSP60, gp96 et HSP22 sont capables de reconnaitre les TLR2 et TLR4 (Ohashi
et al., 2000; Roelofs et al., 2006; Warger et al., 2006). A I’inverse certaines stimulations des TLR peuvent
conduire a des phénomeénes de tolérance. En reprenant I’exemple du TLR4, un traitement par le LPS va
conduire a une amélioration des dommages d’ischémie/reperfusion dans I’intestin ischémique (Chen et al.,
2008a). Cette tolérance induite par le LPS est un mécanisme maintenant bien décrit, qui va conduire des
animaux prétraité avec une dose non létale de LPS a produire une inflammation moins importante et a une
meilleure survie lors d’un traitement avec une dose normalement 1étale de LPS (Medvedev et al., 2006).
Cette tolérance est en grande partie due a une anergie des macrophages qui vont étre moins sensibles aux
stimulations LPS et sécréter moins de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF ou I’IL1- (Zuckerman
and Evans, 1992). Ces voies d’activation de I'immunité innée vont donc permettre tout un panel de
réponses selon le type de stimulus pergu. Ces signaux vont étre détectés par les effecteurs de I’immunité

innée entrainant ensuite différents types de réponses.
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1.2 Les effecteurs de I’immunité innée
1.2.1 Les phagocytes : neutrophiles et macrophages

Lors d’une infection ou d’un stress cellulaire conduisant a la mise en place d’une réponse
inflammatoire, les premiéres cellules recrutées sont les polynucléaires neutrophiles. Ces cellules sont
produites dans la moelle osseuse (MO) a partir de progéniteurs myéloides. Leur maturation est controlée
par le facteur de croissance G-CSF pour granulocyte colony stimulating factor (Lieschke et al., 1994)
sécrété en réponse a I’IL-17 produite par les lymphocytes T yd et les lymphocytes T natural killer (Ley et
al., 2006). Les neutrophiles matures vont alors exprimer CXCR4, un récepteur de rétention des cellules
dans la MO, et en parallele CXCR2, un récepteur qui va favoriser leur passage vers la circulation
systémique au contact des chémokines CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCLS5, CXCL6 et CXCL8 (Nauseef
and Borregaard, 2014). Une fois dans la circulation, les neutrophiles ont une durée de vie limitée de
quelques heures, a part s’ils sont recrutés sur le site inflammatoire. Les macrophages résidants dans les
tissus cibles de I’inflammation, vont générer un microenvironnement pro-inflammatoire en produisant des
cytokines comme le TNF et I'IL-1p (Kolaczkowska and Kubes, 2013). Ces cytokines vont permettre
I’adhésion des neutrophiles et leur extravasation grace a la reconnaissance de molécules d’adhésion sur les
cellules endothéliales comme ICAM-1 par I’intégrine 2 sur les neutrophiles (Nauseef and Borregaard,
2014). Une fois sur le site de I’inflammation, les neutrophiles vont utiliser tout un arsenal pour éliminer
I’agresseur. En premier lieu, les neutrophiles sont capables de phagocyter les pathogeénes qui vont étre
détruits a Dintérieur du phagosome, par I’intermédiaire de mécanismes dépendants de la NADPH
oxygénase produisant des dérivés réactifs de 1’oxygene (ROS), et de protéines antibactériennes telles que le
lysozyme ou les cathepsines (Kolaczkowska and Kubes, 2013). Les neutrophiles sont également capables
de libérer le contenu de leurs granules pour tuer les pathogénes extracellulaires. Enfin, les neutrophiles trés
activés vont également produire et sécréter des neutrophil extracellular traps (NETs) composés d’ADN de
neutrophile li¢ a des protéines antibactériennes et a des enzymes. Ces NETs vont piéger et empécher la
dissémination des pathogenes dans 1’organisme. Si les neutrophiles ont longtemps été considérés comme
des cellules uniquement capables de répondre a des stimuli non spécifiques comme a la présence de
cytokines pro-inflammatoires, il apparait aujourd’hui clairement qu’ils sont capables de reconnaitre
finement la présence de pathogene. En effet, ces cellules possedent a I’instar des macrophages, la plupart
des TLR a I’exception du TLR3, ainsi que d’autres PRRs comme les NLRs et les CLRs (Thomas and
Schroder, 2013). Ainsi les neutrophiles sont sensibles aux ligands de TLR permettant I’extension de leur
durée de vie, notamment par I’intermédiaire des TLR4 et TLR2. L’activation en particulier du TLR4 va
permettre la transduction du signal passant par la protéine adaptatrice MyDS88 activant les facteurs de
transcriptions NF-xkB et MAPK (pour mitogen-activated protein kinase) favorisant la survie de ces cellules
(Sabroe et al., 2003). Cependant, la plupart des études traitant de ’activation des neutrophiles par les PRRs

se font in vitro et il reste a démontrer la relevance de ses données dans un contexte inflammatoire in vivo.
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Les macrophages sont un autre type de cellules spécialisées dans la phagocytose de débris
cellulaires, de cellules mortes et de corps étrangers tels que des pathogénes. Ces cellules myéloides
peuvent avoir différentes origines. D’une part, les macrophages peuvent étre issus de cellules
embryonnaires et &tre résidents de tissus spécifiques, et d’autre part provenir du passage de monocytes
sanguins Ly6C"™" qui vont se différentier en macrophages en rentrant dans les tissus cibles (Varol et al.,
2015). Les macrophages résidents de tissus vont plutdt avoir pour role de détecter les infections ou les
stress cellulaires pour recruter d’autres cellules effectrices, dont les macrophages dérivés de monocytes.
Les macrophages dérivés de monocytes vont étre recrutés aux sites inflammatoires pour lutter contre les
différents dommages cellulaires et infections grace a leurs fonctions effectrices. Les macrophages peuvent
également étre classés en familles, définies par leur activité fonctionnelle et leur sécrétome. Classiquement
deux sous populations de macrophages nommées M1 et M2 ont été décrites. Les macrophages activés par
I’IFN-y et le LPS vont acquérir un profil dit M1 et participer a la mise en place de réponses inflammatoires
comme la polarisation de lymphocytes T (LT) naifs en LT effecteurs. Ces LT effecteurs vont étre les Thl
et les Th17, respectivement producteurs des cytokines pro-inflammatoire IFN-y et IL-17. Les macrophages
activés par de I’IL-4 et de I’IL-13 vont eux acquérir un profil dit M2 porteurs de fonctions régulatrices de
résolution de I’inflammation, et favorisant la polarisation des LT en Th2 impliqués dans les réponses
antiparasitaires et allergiques (Gordon and Taylor, 2005). Plus récemment il a ét¢ admis que les
macrophages sont une population de cellules trés plastiques, dont le phénotype et les fonctions vont
grandement changer en fonction du microenvironnement. Par exemple le GM-CSF (pour granulocyte
macrophage colony-stimulating factor) va induire un profil de macrophages de type M1, sécrétant des
cytokines pro-inflammatoires telles que I’'IL-6, le TNF et I’'IL-1p mais en moindre quantit¢ que des
macrophages stimulés en LPS. Les glucocorticoides vont eux induire un profil de type M2 différent des
macrophages stimulés en IL-4, présentant notamment une production d’IL10 qui va favoriser les réponses
de type Th2 (Martinez and Gordon, 2014). Les ¢études sur les différentes manic¢res de polariser les
macrophages se déroulent en majorité in vitro, et il apparait aujourd’hui que la multiplicité des profils de
macrophages in vivo est extrémement étendue et va dépendre de la composition précise du
microenvironnement. Ces cellules phagocytaires professionnelles vont reconnaitre leurs cibles grace a
toute une série de récepteurs présents a leur surface. Parmi eux, il y a les PRRs dont les TLR comme le
TLR4 qui va reconnaitre le LPS bactérien, et activer la voie MyD88 et induire la production de TNF.
L’engagement des TLR peut également activer la voie de signalisation TRIFF et induire la production
d’IFN-I comme I’IFN-B (Mosser and Edwards, 2008). Cette sécrétion de cytokines va permettre I’entretien
de I’activation des macrophages pendant toute la durée de la phase inflammatoire. Il existe également
d’autres récepteurs sur les macrophages qui vont permettre la capture des éléments cellulaires a
phagocyter. Les récepteurs scavenger comprenant des récepteurs tels que SR-A I/II, MARCO et CD36
vont étre capable de lier différents types de pathogeénes, ainsi que les cellules apoptotiques par

I’intermédiaire de composés polyanioniques et d’acides gras diacylés (Taylor et al., 2005). Les
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macrophages ont ¢galement la possibilité de reconnaitre des composés cellulaires opsonisés par la partie Fc

d’immunoglobulines G (IgG) par I’intermédiaire de récepteurs Fc (Fcy-R).

Il existe deux grands types de Fcy-R, ceux activateurs associés a des domaines intracellulaires
ITAM (pour immunoreceptor tyrosine-based activation motif), et ceux inhibiteurs associés a des domaines
intracellulaires ITIM (pour immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) (figure 2). Dans le cas des
Fcy-R activateurs, leur liaison avec un complexe immun va induire la phosphorylation des domaines ITAM
par une protéine tyrosine kinase de la famille SRC, puis une cascade de phosphorylation impliquant les
kinases de la famille SYK (Kiener ef al., 1993). Au final, I’activation de cibles comme la phosphoinositide
3-kinase (PI3K) va conduire a la production d’un signal de phagocytose (Aderem and Underhill, 1999).
L’engagement des Fcy-R sur les macrophages va aussi moduler leur capacité a sécréter certaines cytokines.
Ainsi les macrophages soumis a une stimulation du TLR4 par le LPS et dont le Fcy-R est 1ié, vont sécréter
moins d’IL-12, une cytokine favorisant la polarisation des LT en Th1, mais plus d’IL-10, de TNF et d’IL-6
que des macrophages seulement stimulés par du LPS, leur conférant ainsi un profil de type M2 (Sutterwala
et al., 1997). Enfin le controle de I’activation des macrophages par les Fcy-R va se faire grace au Fcy-RIIB
inhibiteur, qui en cas de déficience va causer une sensibilité accrue a des pathologies auto-immunes
comme Darthrite (Yuasa et al., 1999). Si le Fcy-R est capable d’activer le macrophage, il est également
capable d’activer les cellules fixées sur la partie hypervariable de 1’Ac. Ce rétrosignal, appelé effet
mitogénique, est bien décrit et associ¢ a [I’utilisation de [’anticorps anti-CD3 (Ac oCD3), et
particuli¢rement des clones OKT3 chez I’Homme et 145-2C11 chez la souris. Dans le cas de cet anticorps,
qui va cibler I’antigéne CD3 a la surface des LT, son administration in vivo va provoquer une forte
activation des LT caractérisée par la production d’IL-2 et la prolifération de ces cellules (Alegre et al.,
1995; Rinnooy Kan ef al., 1986). 11 été montré que cet effet mitogénique était dépendant de la présence des
cellules porteuses de Fcy-R, et qu’en leur absence, I’Ac aCD3 ne provoquait pas d’activation des LT
(Palacios, 1985). De la méme fagon, I'utilisation d’un Ac aCD3 dépourvu de partie Fc (F(ab’),) ne
provoquera pas cet effet mitogénique (Alegre ef al., 1995). La liaison de la partie Fc de I’Ac anti-CD3 au
Fcy-R des macrophages, va donc permettre 1’engagement du complexe TCR/CD3 sur les LT, et transduire
un signal activateur via le TCR, permettant la sécrétion de cytokines inflammatoires par les LT ainsi que
leur prolifération (Alegre et al., 1995; Rinnooy Kan et al., 1986). L’effet mitogénique associé a cet Ac sera
décrit en détail par la suite (voir partie I11-2.3). Les macrophages sont donc des effecteurs importants de

I’immunité innée, fortement impliqués dans la régulation des phénomenes inflammatoires.
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Figure 2 : Les Fcy-R chez ’Homme et chez la souris. Les Fcy-R activateurs possédant un domaine intra-
cytoplasmique ITAM sont Fcy-RI, Fey-RIII et Fcy-RIV chez la souris et Fey-RI, Fcy-RIIA, Fey-RIIC, Fey-
RIIIA et Fcy-RIIIB chez ’Homme. Le Fcy-R inhibiteur possédant un domaine intra-cytoplasmique ITIM
est le Fcy-RIIB chez I’Homme et la souris. Chez ’Homme comme chez la souris le récepteur ayant la plus
grande affinité pour la partie Fc des IgG est le Fcy-RI. Tous les autres Fcy-R (Fcy-RIIA, Fcy-RIIB, Fey-
RIIC et Fcy-RIID) ont une affinité plus réduite a la partie Fc des IgG (D’aprés (Nimmerjahn and Ravetch,
2008)).

1.2.2 Les cellules natural killer et leurs mécanismes cytotoxiques effecteurs

Les cellules natural killer (NK) font partie de I’immunité innée et sont impliquées dans la réponse
anti-tumorale et contre les infections. Chez ’Homme, les NK expriment spécifiquement le marqueur
CD56, et représentent 10% des cellules mononucléées du sang, la plus grosse population apres les LT et les
lymphocytes B (LB) (Mandal and Viswanathan, 2015). Les NK sont d’origine myéloide, générées dans la
MO mais pouvant également provenir des ganglions périphériques (Freud et al., 2005). Leur recrutement
ainsi que leur activation se fait grace a plusieurs cytokines pro-inflammatoires. Ainsi, lors d’épisodes
inflammatoires aussi hétérogénes que les réponses anti-tumorales ou antivirales, des cytokines telles que
MIP-1a produite par les macrophages (Salazar-Mather et al., 1998) ou encore le TNF (Smyth et al., 1998)
et I'IL-2 (Lovik et al., 1995) vont permettre la migration des NK au site de conflit. D’autres cytokines vont
étre capables d’activer les NK comme 1’IL-12 (Bancroft, 1993; Orange et al., 1995) qui va conduire a la
production d’IFN-y, et les IFN-I qui vont augmenter les fonctions cytotoxiques anti-tumorales de ces
cellules (Swann et al., 2007). Pour médier leur fonction effectrice de cytotoxicité, les NK vont utiliser un
systeme de récepteurs activateurs et inhibiteurs qui leur est propre, leur permettant de discriminer les
cellules normales des cellules tumorales, infectées ou en situation de stress. Les récepteurs inhibiteurs
peuvent étre de type killer Ig-like receptors (KIR), Ig-like (CD158), de type lectine C (NKG2A) et
inhibiteurs de leucocytes (LIR1, LAIR-1). Les récepteurs activateurs peuvent étre des récepteurs
cytotoxiques naturels (NKp46, NKp44), de type lectine C (NKG2D, NKG2C) et /g-/ike (2B4) (Mandal and

Viswanathan, 2015). C’est cette balance entre 1’implication des récepteurs activateurs et des récepteurs
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inhibiteurs qui va permettre aux NK d’activer leurs fonctions effectrices cytotoxiques. En effet, les NK ont
par exemple la capacité de détecter via leurs récepteurs inhibiteurs le complexe majeur d’histocompatibilité
de classe I (CMH-I). Dans le cadre d’une réponse anti-tumorale, il a ét¢ montré que des tumeurs
déficientes en CMH-I produisaient une réponse par les cellules NK bien plus forte que si les tumeurs
expriment ce CMH-I (Glas et al., 2000). A I’inverse, I’expression de ligands des récepteurs activateurs des
NK par les cellules tumorales, comme MICA, une protéine homologue au CMH-I ligand de NKG2D, va
activer la réponse effectrice anti-tumorale des NK (Bauer et al., 1999). Ainsi, c’est cette balance de

signaux activateurs et inhibiteurs qui va permettre aux NK de discerner les cellules a éliminer ou non.

Les NK, au méme titre que les LT cytotoxiques, peuvent &étre classés dans la catégorie des
lymphocytes cytotoxiques (Voskoboinik et al., 2006). Ces lymphocytes cytotoxiques possédent deux
grands types de fonctions effectrices afin d’éliminer les cellules cibles. Le premier mécanisme est
I’expression a la membrane cellulaire de molécules de la superfamille du TNF. Ces molécules sont des
ligands des récepteurs de mort, comme FasL et TRAIL (pour TNF related apoptosis-inducing ligand) qui
vont respectivement se lier au récepteur Fas/CD95 et aux récepteurs de TRAIL (DR4 et DRS), exprimés
par les cellules cibles et induire 1’apoptose de ces derniéres (Arase et al., 1995). L’engagement de ces
récepteurs de mort va activer la voie extrinséque de I’apoptose, qui comprend en premier lieu I’activation
du domaine de mort FADD (pour Fas associated death domain) (Yuan, 1997). Ceci va induire la cascade
d’activation des caspases en commengant par la caspase 8 qui va a son tour activer la caspase 3,
débouchant sur la mort cellulaire par apoptose (figure 3) (Warren and Smyth, 1999). Par ailleurs, la
cytokine TNF, premier membre des molécules de la superfamille du TNF, peut se lier au récepteur TNFR1
qui est associ¢ au domaine de mort TRADD (figure 3) (pour TNRI-associated death domain) qui va
activer les caspases induisant 1I’apoptose cellulaire (Brenner ef al., 2015). Le TNF peut également se lier au
TNFR2, qui ne posséde pas de domaine TRADD, ce qui va plutét favoriser la survie et la prolifération

cellulaire via I’activation de NF-xB (Brenner ef al., 2015).

16



e .-
TNFR1 perforine

e cevsere e, |l
J*"‘*‘."‘ H {E' HidePapan . 2 @'
R PRBREBO000aE R0

membrane
plasmique

Apoptosome

@
|

Apoptose

Figure 3 : Induction de I’apoptose par les récepteurs de mort et le systéme perforine/granzyme.
L’engagement des récepteurs de FasL et TRAIL (Fas et DR4/DR5) et celui du récepteur au TNF (TNFR1)
vont respectivement activer les domaines de mort FADD et TRADD. FADD et TRADD vont cliver la pro-
caspase 8 pour l’activer en caspase 8 qui va a son tour activer la caspase 3 responsable de 1’apoptose. Le
granzyme B entré dans le milieu intracellulaire par I’intermédiaire de la perforine va activer le facteur pro-
apoptotique Bid, qui va induire le relargage du cytochrome ¢ capable de former avec Apaf 1 et la caspase 9
I’apoptosome activateur de la caspase 3. Le granzyme B peut aussi activer directement la caspase 9 et
induire I’apoptose.

L’autre mécanisme cytotoxique permettant la mort des cellules cibles, est le systéme
perforine/granzyme. Une fois la cellule cible reconnue par le lymphocyte cytotoxique, celui-ci va
augmenter sa concentration en Ca”" (Voskoboinik ez al., 2015). Le centre d’organisation des microtubules
(MTOC) va alors permettre le transport et la sécrétion des granules cytotoxiques au niveau de la cellule
cible (Kuhn and Poenie, 2002). Ces granules vont contenir la perforine qui va former des pores a la
membrane plasmique de la cellule cible & pH neutre et en présence de Ca®" (Voskoboinik ez al., 2015).
Bien que le mécanisme reste encore discute, les pores formés par la perforine vont permettre au granzyme
de rentrer dans la cellule cible et médier leur action (Lopez et al., 2013) (Figure 4). Les granzymes sont des
sérines protéases qui ont été¢ découvertes dans les granules cytotoxiques deés 1987 (Masson and Tschopp,
1987). Parmi les fonctions de cette famille de protéines, la plus importante est 1’induction de I’apoptose
(Shi et al., 1992). C’est le granzyme B qui va avoir ’activité pro-apoptotique la plus importante parmi

I’ensemble des granzymes. Son activité passe par I’activation de Bid et le relargage de cytochrome ¢ par
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les mitochondries, et par une action directe sur la pro-caspase 9 (figure 3) (Sutton et al., 2003). Cette
activité engendre I’apoptose et la mort cellulaire en 5 a 8 minutes (Lopez et al., 2013). Cependant chez la
souris, le granzyme B a plut6ét tendance a directement activer les caspases sans passer par la voie
impliquant Bid et le cytochrome ¢ (Kaiserman et al., 2006). Ce sont tous ces mécanismes qui vont
permettre aux lymphocytes cytotoxiques de tuer certaines cellules dans un contexte tumoral ou

inflammatoire.
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Figure 4 : Sécrétion des granules cytotoxiques et leur effet sur les cellules cibles. (A) Le lymphocyte
cytotoxique va reconnaitre sa cellule cible et former une synapse immunologique par I’intermédiaire de
différents récepteurs. (B) Le centre d’organisation des microtubules (MTOC) va orienter les granules de
sécrétion vers la membrane pré-synaptique. (C-D) Les granules de sécrétion vont fusionner avec la
membrane et libérer les perforines et granzymes au sein de la synapse immunologique. (d) Les perforines
vont former des pores a la surface de la cellule cible afin de permettre aux granzymes de rentrer dans le
cytoplasme des cellules cibles. (E) Les granzymes vont induire 1’apoptose de la cellule cible et le
lymphocyte cytotoxique va se détacher afin de trouver une nouvelle cible. (D’apres (Voskoboinik et al.,
2015)).
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2. Les cellules dendritiques a I’interface avec I’immunité adaptative
2.1 Caractéristiques des cellules dendritiques

Les DC font partie des cellules de 'immunité innée et sont particulierement impliquées dans les
mécanismes de détection et de présentation de I’antigene. Elles sont en effet décrites comme étant des
cellules présentatrices de [’antigéne (CPA) professionnelles tout comme les macrophages et les
lymphocytes B. Cette capacité de présentation antigénique va permettre aux DC d’orienter la réponse
immunitaire, ce qui a cet égard leur confeére leur particularité au sein du systéme immunitaire (Banchereau
and Steinman, 1998; Hart, 1997). Les DC ont été identifiées pour la premiére fois par Ralph Steinman au
début des années 1970 (Steinman et al., 1975; Steinman and Cohn, 1973) et ont hérité¢ de leur nom d’apreés
leur morphologie caractérisée par de longs prolongements cytoplasmiques ou dendrites. Par la suite, les
DC ont été définies comme les cellules servant d’interface entre I’'immunité innée et I’immunité adaptative.
En effet, ces cellules sont capables d’activer les LT naifs (Hart, 1997) une fois qu’elles ont été activées par
la capture de I’antigéne. L’acquisition d’un phénotype mature par les DC va étre caractérisée par
I’expression de molécules du CMH de classe II (CMH-II), permettant la présentation antigénique, et par
I’expression de molécules de co-stimulation permettant une activation spécifique de 1’antigeéne des LT et
des LB au sein des organes lymphoides secondaires (Nussenzweig et al., 1980). L’ensemble du devenir des
DC suite a la capture de ’antigéne est résumé dans la figure 5. Le type d’antigéne capté par la DC va
conditionner la réponse immunitaire. Si ’antigéne est dérivé de pathogenes, la DC va induire une
polarisation des LT naifs en LT effecteurs. En revanche, la DC est également en charge de maintenir la
tolérance périphérique aux antigénes du soi dans I’organisme. Dans ce cadre, en présentant aux
lymphocytes les Ag dérivés du soi, la DC peut provoquer I’anergie et la délétion des lymphocytes auto-
réactifs en méme temps que 1’induction de lymphocytes T régulateurs (Steinman, 2003; Steinman ef al.,
2003). Les DC sont donc les chefs d’orchestre de la réponse adaptative en favorisant une réponse virulente
vis-a-vis d’antigénes pathogenes ou, au contraire, une réponse régulatrice pour le maintien de la tolérance

au sol.
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Figure 5 : Maturation des cellules dendritiques. Les DC au stade immature vont agir comme des
sentinelles du systéme immunitaire. Elles vont se retrouver au site inflammatoire grace a certains
récepteurs aux chémokines tels que CCR1/CCRS5/CCR6, afin de capturer les antigénes issus de DAMP et
de PAMPs présents. Cela va induire la maturation des DC qui vont alors exprimer le CCR7, un récepteur
de domiciliation aux organes lymphoides. Une fois que les DC ont migré dans les organes lymphoides,
elles vont exprimer le CMH-II afin de présenter I’antigéne ainsi que des molécules de co-stimulation telles
que CD80/CD86/CD83 pour activer les lymphocytes T et B naifs.

2.2 Les différentes sous populations de cellules dendritiques

11 existe plusieurs sous types de cellules dendritiques qui vont diverger de par leurs fonctions et le
type de réponse qu’elles vont induire. Tout d’abord, les DC peuvent étre divisées en deux grandes familles,
les DC conventionnelles (cDC) et les DC plasmacytoides (pDC). Les ¢cDC vont ensuite pouvoir étre
classées en plusieurs sous populations, toutes exprimant un marqueur spécifique, le CD11c, commun a la
souris et a I’ Homme (Merad et al., 2013). Parmi les ¢cDC, on retrouve les DC résidentes, domiciliées dans
les organes lymphoides ainsi que dans la circulation sanguine. Il en existe deux types, les cDC
CDS8'CDI11b et les CD11b'CDS8™ sont décrites chez la souris (Haniffa ez al., 2013; Merad et al., 2013), et
les cDC BDCAI1" et les cDC BDCA3'XCRI1", décrites chez I’Homme. Les cDC BDCA1" montrent une
forte homologie avec les cDC CD1 1b" murines (Lindstedt et al., 2005; Robbins et al., 2008), et les cDC
BDCA3"XCR1" sont les homologues des cDC CD8" murines (Bachem et al., 2010; Crozat et al., 2010;
Poulin et al., 2010). Le deuxieme grand sous type de cDC est celui des cDC migratoires, en grande
majorité localisées dans la peau et les muqueuses. Une fois activées, ces DC migrent au niveau des organes
lymphoides secondaires. Chez la souris, trois grandes familles de cDC migratoires sont décrites, au niveau

de I’épiderme les cellules de Langerhans (LC) (Merad et al., 2008), les cDC CD103°CD11b™ (proches des
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cDC CD8") au niveau des organes lymphoides, et enfin les cDC CD11b" (Haniffa et al., 2013; Merad et al.,
2013). Les ¢cDC CD103°CD11b" ont aussi été décrites chez la souris et spécifiques de l'intestin et des
poumons (Merad et al., 2013). Chez ’Homme on compte quatre sous populations de cDC migratoires, les
LC dans I’épiderme, et les DC BDCA1°CDla’, les DC BDCA3" XCR1" et les DC CD14" au niveau du
derme, (Haniffa et al., 2012; Merad et al., 2013; Nestle et al., 1993). Ces trois derniéres sous populations
n’ont pas d’homologue identifié chez la souris. Le phénotype et la fonction des pDC seront décrits plus
loin. Chacune de ces sous populations de cDC va activer de manicre différente le systéme immunitaire, et

ce, en fonction du signal activateur.
2.3 Polarisation des LT par les cellules dendritiques conventionnelles lors de la réponse inflammatoire

Si les cellules de I’immunité innée sont capables de capter un certain nombre de signaux de danger
par I’intermédiaire de leurs PRRs, elles ne sont cependant pas capables de reconnaitre de fagon spécifique
I’antigéne. Ce sont les LT qui, par I’intermédiaire de leur récepteur (TCR) spécifique de I’antigéne, vont
pouvoir mettre en place une réponse adaptative pour lutter contre les agressions qui n’ont pas pu étre
¢éliminées par I’immunité innée. Pour cela, les LT doivent étre activés en LT effecteurs par les ¢cDC qui leur
présentent I’antigéne via leurs CMH-II et CMH-I dans un contexte cytokinique produit par les effecteurs
de I’'immunité innée. Chaque type de LT effecteur va étre caractérisé par son sécrétome, et sera impliqué
dans différents types de réponses. Certaines sous populations de cDC vont étre plus efficaces a favoriser
une polarisation de LT en un certain type de LT effecteur. En effet, selon les cytokines qui composent le
microenvironnement des LT, ceux-ci vont étre polarisés en différents effecteurs, et les cDC sont capables
d’influencer cette polarisation. Les LT effecteurs peuvent étre classés en sous populations pro-
inflammatoires ou régulatrices. Les principaux LT effecteurs CD4" pro-inflammatoires sont les Thl
impliqués principalement dans les réponses anti-bactériennes, les Th2 impliqués dans les réponses
allergiques et anti-parasitaires, et les Th17 apportant une réponse anti-bactérienne et antivirale. Les LT
effecteurs CD8" sont principalement les LT cytotoxiques (CTL) qui vont jouer un role dans la lutte
antivirale et anti-tumorale en induisant la lyse des cellules cibles. Enfin les principaux LT effecteurs
régulateurs sont les Treg issus des LT CD4" qui vont permettre le contrdle des réponses inflammatoires et
ainsi maintenir un état de tolérance. Seule la polarisation de sous types de LT pro-inflammatoires sera
présentée ici, méme si les cDC vont également jouer un role décisif dans la polarisation des Treg (figure
6).

2.3.1 La polarisation de type Thl

Les LT dits Thl, pour LT effecteur (ou helper) de type 1, vont étre induits en réponse aux
infections virales, bactériennes et par les protozoaires, a partir de LT CD4 " naifs. Les Thl vont exprimer
spécifiquement le facteur de transcription TBX21 et produire différentes cytokines pro-inflammatoires

comme le TNF et 'IFN-y (figure 6). L’IFN-y va permettre 1’activation de fonctions antibactériennes par

exemple, comme la production d’acide nitrique par les macrophages. Il est également dou¢ d’une activité
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antivirale propre et, il permet aussi I’activation des LT CD8" cytotoxiques (CTL) qui vont tuer les cellules
infectées par un virus (Walsh and Mills, 2013). L’activation des DC par les voies TLR va jouer un role
crucial dans la polarisation Thl. Les TLR4, TLRS et TLR3 vont permettre 1’activation du facteur de
transcription NF-xB (Takeuchi and Akira, 2010; Walsh and Mills, 2013) conduisant la DC a sécréter
différentes cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-18, I’'IL-6 ou encore 1’IL-12p40. L’IL-12p40
s’associe a I’IL-12p35 pour former un hétérodimere fonctionnel, IL-12p70 (Walsh and Mills, 2013). L’IL-
12p35 va étre produite par les DC suite a leur stimulation par I'IFN-y (Trinchieri and Sher, 2007), sécrété
entre autres par les NK ou les Thl (figure 6). L’IL-12 est la principale cytokine responsable de la
polarisation Th1. Cette cytokine va étre sécrétée en grande partie par les cDC lymphoides CDS", ainsi que
par leurs homologues périphériques CD103" (Edelson et al., 2011; Mashayekhi et al., 2011). Chez la souris
c’est donc cette sous population de DC qui va étre majoritairement responsable de la polarisation Thl
(Igyarto et al., 2011), suite a sa stimulation par les TLR (figure 7). Chez I’Homme les DC BDCA3"XCR1",
homologues des DC CD8 et CD103" de la souris, sont également de fortes productrices d’IL12, et donc
capables d’induire une réponse Thl (Jongbloed et al., 2010; Poulin et al., 2010).

2.3.2 La polarisation de type Th2

La réponse Th2 est induite notamment dans la lutte contre les helminthes ainsi qu’en réponse aux
allergénes. Les Th2 proviennent des LT CD4" naifs et expriment spécifiquement le facteur de transcription
GATA3. De plus, les Th2 produisent des cytokines caractéristiques telles que L’IL-4, ’IL-5 et I’IL-13
(figure 6) (Allen and Maizels, 2011). L’IL-4, la principale cytokine sécrétée par les LT Th2 est nécessaire
a leur polarisation. De plus, elle permet la commutation isotypique des LB qui vont ainsi produire des IgG1
et des IgE (Walsh and Mills, 2013). L’IL-4 va également permettre 1’activation des macrophages qui vont
jouer un role dans la réparation tissulaire (Chen et al., 2012a). Ce sont les PRRs qui permettent la
reconnaissance des helminthes, et ainsi la mise en place d’une réponse Th2. Il semble que les voies TLR ne
soient pas du tout impliquées dans 1’activation des DC en réponse aux helminthes. En effet, ’absence des
voies TLR MyD88 et TRIF, n’empéche pas la mise en place d’une réponse Th2 contre des parasites
(Steinfelder et al., 2009). En revanche, 1’exposition de DC humaines a des antigénes dérivés d’ceufs de
schistosome permet la mise en place d’une réponse Th2 par I’intermédiaire des récepteurs de type lectine C
(CLR) et des récepteurs au mannose (van Liempt et al., 2007). Chez la souris, il semble que les sous
populations de DC du derme n’exprimant pas le CD207, a savoir les DC CD11b", sont indispensables a la
mise en place de la réponse Th2 (figure 7) (Kumamoto et al., 2013; Murakami et al., 2013). Chez
I’Homme les LC et les DC migratoires BDCA1'CD1a" sont les plus efficaces pour initier une réponse Th2

(Segura et al., 2012).
2.3.3 La polarisation de type Th17

Les Th17 proviennent aussi de LT CD4" naifs et sont caractérisés par 1’expression spécifique du

facteur de transcription ROR-yt, ainsi que par une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-
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17, principalement, mais aussi par leur production d’IL-6, IL-22, de GM-CSF et de TNF (Walsh and Mills,
2013). Ces cellules sont impliquées dans la lutte antibactérienne et antifongique, et sont également mises
en cause dans un certain nombre de pathologies auto-immunes (Mills, 2008). Des études sur la
reconnaissance des signaux dangers par des NLR et surtout par des CLR tels que dectin-1 et dectin-2
exprimés par les DC, ont montré que ce type de récepteur était primordial pour I’initiation d’une réponse
Th17 antifongique (figure 6) (Brown and Netea, 2012; Reid et al., 2009; Robinson et al., 2009).
L’engagement de ces récepteurs par les DC passe par I’activation de la kinase Syk, qui va phosphoryler
Card9 pour enfin activer NF-kB et induire la sécrétion de cytokines nécessaires a la différenciation Th17
(Strasser et al., 2012). Ces cytokines peuvent ¢galement étre produites par les DC ayant phagocyté des
cellules infectées par des bactéries induisant la génération d’une réponse Th17 (Torchinsky et al., 2009).
Les principales cytokines participant a cette différenciation sont I’IL-6, I’IL-23, I’'IL21 ainsi que le TGF-p,
sachant que I’IL-6 et le TGF- sont les cytokines cruciales permettant la polarisation Th17 (Bettelli et al.,
2006; Mangan et al., 2006). Elles vont étre en grande partie produites par certaines sous populations de
DC, les DC CD103°CD11b" intestinales ainsi que les LC chez la souris, et leurs homologues humains, les

DC BDCAL1" (figure 7) (Persson ef al., 2013; Schlitzer et al., 2013).
g
2.3.4 La polarisation des LT CDS8" cytotoxiques

Les CTL issus de LT CDS8" naifs sont importants dans la lutte antivirale et anti-tumorale. Ils vont
avoir pour fonction d’¢éliminer les cellules cibles grace a des mécanismes de cytotoxicité similaires a ceux
employés par les NK (voir partie 1.2.2). Les cytokines permettant la différenciation des LT CD8" naifs en
CTL sont les IFN-I et I’IL-12 (Iwasaki and Medzhitov, 2015; Merad ef al., 2013). Chez la souris, ce sont
les ¢cDC résidentes CD8" et les cDC migratoires CD103" qui vont étre les plus fortes productrices d’IL-12.
Ces ¢DC expriment en effet des PRRs tels que des RLRs, des NLRs ainsi que le TLR3, et reconnaissent les
ADN double brin viraux (Desch et al., 2014; Desch et al., 2011). Les cDC CD103" et les CD8" sont aussi
les seules DC a exprimer XCRI, récepteur de la chémokine XCLI produite par les LT CD8". La
lymphotactine-a (ou XCL1) concourt a la différenciation de LT CD8" en CTL (Dorner et al., 2009). Les
cDC sont également capables de faire de la présentation croisée de 1’antigene en plus de produire de I’'IL-
12, c’est-a-dire que les cDC peuvent aussi présenter I’antigéne aux LT CDS8" par I’intermédiaire du CMH-
L. 1l a été montré que les cDC CDS8" ont cette capacité de présentation croisée et de polarisation des CTL
(den Haan et al., 2000). Au niveau des ¢cDC migratoires, les cDC CD103" ont une capacité de présentation
croisée supérieure aux cDC CD11b" (Heath and Carbone, 2009). Cette fonction de présentation croisée est
associée a I’expression de la lectine C, CLEC9A, qui permet aux cDC la capture des cellules nécrotiques et
qui va permettre d’induire une réponse cytotoxique spécifique d’Ag d’origine endogéne et d’origine
pathogene. Ainsi I’injection a des souris de fibroblastes exprimant la protéine ovalbumine (OVA), va
permettre de créer une immunité anti-tumorale dépendante des CTL qui va étre spécifique des cellules
cancéreuses exprimant ’OVA (Zelenay et al., 2012). De la méme manicre CLEC9A est en partie

responsable de la mise en place d’une réponse antivirale, par la polarisation de CTL spécifiques dans un
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modeéle d’infection de souris avec HSV (Zelenay et al., 2012). Chez I’Homme, les ¢cDC BDCA3"
(homologues aux cDC CD103" et CD8" murines) et les LC ont montré une plus grande capacité a polariser
des réponses CTL que les autres sous populations de DC (figure 7) (Haniffa et al., 2012; Klechevsky et al.,
2008; Segura et al., 2012).
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Figure 6 : L’induction de sous populations de T effecteurs par différents signaux médiés par les cDC.
(A) La polarisation Th1 se fait par la sécrétion d’IL-12 par les cDC suite a la reconnaissance de bactéries et
de virus par I’intermédiaire de TLR et est amplifi¢e par la sécrétion d’IFN-y par les NK. (B) La
polarisation Th2 est induite en réponse a une activation par des helminthes ou des allergénes des ¢cDC, qui
vont produire de I’'IL-4. (C) Les CLR de type dectin-1 et dectin-2 sur les ¢cDC vont permettre la
reconnaissance bactérienne et fongique, et activer la production d’IL-6 qui en présence de TGF-f va
induire une polarisation Th17. (D) La production de TGF-f en absence d’IL-6 par les ¢cDC va conduire a
une polarisation Treg, productrice de cytokines régulatrices telles que I’'IL-10 et le TGF-B. (D’apres
(Walsh and Mills, 2013)).
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Figure 7 : Polarisation des LT effecteurs par les différentes sous populations de ¢DC. Les cDC
murines CD8" et CD103" et les ¢cDC humaines BDCA3" (CD141") vont permettre une différenciation en
CTL en réponse aux virus. Les ¢cDC dermales migratoires CD103" et lymphoides CD8" vont étre
responsables de la polarisation Thl en réponse aux bactéries et aux protozoaires. Les cDC intestinales
CD103°CDI11b" et les LC murines, ainsi que les cDC BDCA1" (CDIc") humaines vont permettre une
polarisation Th17 en réponse aux bactéries et aux champignons. Enfin les cDC murines CD11b" et les LC
humaines vont étre les principales DC responsables de la réponse Th2 contre les helminthes et les
allergénes. (D’apres (Iwasaki and Medzhitov, 2015)).

Les ¢cDC sont donc capables de générer un large panel de réponses adaptatives pour lutter contre
les aggressions rencontrées par 1’organisme, en polarisant les LT en différentes sous populations
inflammatoires. Cependant ces cellules ne vont pas se limiter a intervenir dans la mise en place de réponses
inflammatoires, elles vont aussi étre primordiales dans I’initiation des mécanismes de tolérance, et plus

précisemment dans la polarisation des effecteurs permettant cette tolérance, les lymphocytes T régulateurs
(Treg).

2.4 Polarisation et mécanismes d’action des Treg dans le maintien de la tolérance

Les Treg sont des cellules avec une activité suppressive permettant le contrdle des réponses T
effectrices. Les Treg peuvent étre classés en deux catégories. D’une part il existe les Treg dits naturels
(nTreg) qui sont produits au niveau du thymus en condition physiologique et expriment le facteur de
transcription Forkhead box P3 (FoxP3). Ces nTreg vont reconnaitre les antigénes du soi et permettre
d’¢éviter le développement de réponses immunitaires dirigées contre son propre organisme. D’autre part il

existe les Treg dits induits (iTreg) issus de la polarisation de LT CD4" naifs en périphérie. Parmi les iTreg
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deux sous populations distinctes sont décrites : les Th3 vont étre caractérisés par la sécrétion de TGF-f et
comme les nTreg exprimer FoxP3, tandis que les Trl ne vont pas exprimer FoxP3 et vont plutdt produire
de I’IL-10 (Sakaguchi et al., 2008). La génération de ces différents types de Treg va pouvoir se faire grace
notamment a ’intervention des ¢cDC, qui vont participer a la polarisation de ces effecteurs tolérogéniques.
Il a donc été montré que les ¢cDC au niveau du thymus participaient a la différenciation des nTreg
(Watanabe et al., 2005). Les cDC vont également permettre la polarisation des iTreg en périphérie. En effet
la génération de ces iTreg, les Th3 FoxP3" en particulier, est dépendante de certains facteurs comme le
TGF-B et I’acide rétinoique (Benson et al., 2007; Chen et al., 2003), qui sont apportés par une sous
population de cDC CD103" présente au niveau des ganglions mésentériques vers la muqueuse intestinale
(Coombes et al., 2007). Les ¢cDC ne se limitent donc pas a I’orientation de réponses adaptatives
inflammatoires, elles peuvent aussi intervenir dans la mise en place de réponses tolérogénes centrales et
périphériques, en polarisant respectivement des LT naifs en nTreg et en iTreg.

Cette induction de Treg va permettre le maintien d’un état de tolérance en contrdlant les réponses
inflammatoires effectrices. Le mode d’action des Treg leur conférant leurs propriétés suppressives va
passer par plusieurs mécanismes, comme la sécrétion de cytokines immunosuppressives, la cytolyse des
LT effecteurs et des CPA, la perturbation métabolique et 1’altération des fonctions des cellules

dendritiques. Ces mécanismes sont présentés plus en détails dans la figure 8.

Les ¢cDC sont donc a I’interface entre I’immunité innée et I’immunité adaptative. Ce sont elles qui
vont permettre une activation et une spécialisation efficace des LT pour fournir une réponse adaptée aux
différents types d’agressions rencontrées par I’organisme. Il existe un autre type de cellules dendritiques,
les pDC, qui vont jouer un role spécial au sein des réponses immunitaires. Les pDC comme les ¢DC sont a
la fois impliquées dans des mécanismes innés, mais elles sont aussi capables d’orienter les réponses

adaptatives.
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Figure 8 : Mécanisme d’action des populations LT régulatrices. a) Les Trl vont inhiber les LT
effecteurs par la sécretion de d’IL-10, tandis que les Treg FoxP3+ vont principalement sécréter du TGF-3
et de I'IL35 deux cytokines aux propriétés suppressives. L’IL-35 moins connue que le TGF-f est
composée de deux sous unité IL-12p35 et IL-27 de la famille de I’'IL-12 qui se dimérisent pour acquérir
des fonctions suppressives (Collison et al., 2007). b) Les Treg possédent le systéme perforine/granzyme
permettant la cytolyse des LT effecteurs, mais aussi des cDC activatrices (Boissonnas et al., 2010). ¢) Les
Treg vont également causer un désordre métabolique de différentes maniéres. Tout d’abord en
appauvrissant 1’environnement en facteurs activateurs des LT effecteurs comme I’'IL-2 via le CD25.
Ensuite en catabolisant ’ATP en adénosine via CD39/CD73 qui va se fixer sur le récepteur A2A a la
surface des LT effecteurs et les inhiber. Enfin, les Treg par la production de cAMP vont également inhiber
les réponses LT. d) Les Treg vont fournir aux ¢cDC des signaux de costimulation inhibiteurs, notamment
par CTLA-4 et LAG-3. Le signal fourni par CTLA-4 va notamment induire la sécrétion d’indoléamine-2, 3
—déoxygénase (IDO) par les ¢cDC. Cette enzyme permet le catabolisme du tryptophane nécessaire a la
prolifération des LT effecteurs activés. LAG-3 va se lier au CMH-II sur les cDC et inhiber leur maturation
(Vignali et al., 2008).
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II- Role des cellules dendritiques plasmacytoides dans la réponse inflammatoire

En I’absence d’inflammation, les pDC sont des cellules résidentes retrouvées principalement au
niveau des organes lymphoides. Elles se développent au niveau de la MO et migrent ensuite vers le thymus
et les organes lymphoides secondaires ou elles jouent le role de sentinelles. Ces cellules ont été identifiées
chez ’'Homme en 1997, date a laquelle elles obtiennent leur nom (Grouard et al., 1997). Chez la souris,
elles ont été identifiées en 2001 par trois équipes différentes caractérisant leur phénotype (Asselin-Paturel
et al., 2001; Martin et al., 2002; Nakano et al., 2001). Cependant, avant méme d’&tre précisément
caractérisées, les pDC ont été identifiées par des pathologistes qui observaient des cellules de taille
moyenne, dépourvues de dendrites, et avec un réticulum endoplasmique abondant, s’accumuler dans la
zone contenant les LT dans les ganglions drainants de patients atteints de cancers (Muller-Hermelink ef al.,
1983). La présence de ces cellules avec une morphologie comparable aux plasmocytes dans cette zone des
ganglions, a conduit ces chercheurs a proposer la dénomination de lymphocytes T plasmacytoides pour se
référer aux pDC. Elles sont maintenant connues pour &tre les principales cellules sécrétrices des IFN-I en
réponse aux infections virales (Cella et al., 1999; Siegal et al., 1999). Les pDC murines, en particulier,

seront traitées dans la suite du document.

1. Phénotype des cellules dendritiques plasmacytoides murines

Tout d’abord les pDC n’expriment pas les marqueurs spécifiques des LT, des LB et des cellules
my¢loides. Ce sont donc des cellules CD3'CD19 CD11b (Hochrein ef al., 2002). Initialement, les pDC
ont été décrites comme des cellules exprimant a leur surface B220, Gr-1 et CD11c (Asselin-Paturel et al.,
2001; Ferrero et al., 2002; Nakano et al., 2001). Ces marqueurs ne sont cependant pas trés spécifiques.
L’antigéne B220 notamment est aussi fortement exprimé a la surface des LB et sur les NK CD11¢'NK1.1"
(Blasius et al., 2007). L’antigéne Gr-1 n’est lui exprimé que par certaines souches de souris ; ainsi les pDC
de souris BALB/c et Sv129 vont exprimer Gr-1, contrairement a celles de souris C57B1/6 (Hochrein et al.,
2002). L’antigéne CD11c est lui un marqueur spécifique des DC, exprimé fortement par les ¢cDC et de
facon intermédiaire par les pDC (Asselin-Paturel et al., 2001; Asselin-Paturel et al., 2003). Depuis, des
marqueurs plus spécifiques des pDC ont été décrits. L’antigéne BST-2 (pour bone-marrow stroma cell
antigen-2), aussi appelé tetherin ou CD317, est spécifiquement exprimé par les pDC en condition
physiologique, mais peut aussi étre induit sur d’autres types cellulaires dans des conditions inflammatoires
(Asselin-Paturel et al., 2003; Blasius et al., 2006b). BST-2 est reconnu par différents clones d’anticorps
tels que le clone 120G8 (Asselin-Paturel ef al., 2003) et mPDCA-1 (Krug et al., 2004a). BST-2 est
impliqué dans la réponse des pDC contre les virus a enveloppe comme le virus de I’immunodéficience
humaine (VIH) (Evans et al., 2010). En effet, BST-2 est une molécule importante pour la production des
IFN-I, ainsi que pour la génération de LT CD8" spécifiques lors d’infections par des rétrovirus (Swiecki et
al., 2012). La molécule Ly-49Q, un récepteur de type lectine C, est également présente spécifiquement a la

surface de certaines pDC et son expression dépend du degré de maturité des pDC. Ainsi les pDC exprimant
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Ly-49Q sont matures et vont étre retrouvées uniquement en périphérie, tandis que les pDC Ly-49Q" sont
immatures et vont étre retrouvées dans la MO. Les pDC matures Ly-49Q" sont capables de produire des
cytokines pro-inflammatoires comme 1I’IL-6 et le TNF en réponse a une stimulation virale, (Kamogawa-
Schifter et al., 2005). Enfin, I’antigéne Siglec-H (pour sialic acid-binding immunoglobulin like lectin-H)
est également exprimé de fagon spécifique par les pDC (Blasius et al., 2006a). Siglec-H fonctionne comme
un récepteur d’endocytose, permettant une captation et une internalisation efficaces de I’antigéne qui va
activer les voies TLR contrdlant la sécrétion d’IFN-I (Blasius et al., 2006a; Zhang et al., 2006). La
caractérisation des pDC a donc permis de définir leur phénotype CD3 CD19 NKI1.1 CD11™B220"
mPDCA1 Siglec-H".

2. Fonctions des pDC dans I’immunité innée

La principale fonction des pDC est la défense contre les infections virales et bactériennes grace aux
propriétés antimicrobiennes des IFN-I fortement produits par les pDC. Les pDC doivent d’abord étre
activées, notamment grace au systeme de reconnaissance des signaux de danger par les PRRs. Les pDC
expriment plusieurs types de PRRs au niveau cytosolique comme les hélicases DHX9 et DHX36, capables
de reconnaitre les ADN viraux (Kim ef al., 2010), ainsi que RIG-1, inductible dans les pDC et permettant
de détecter les ARN viraux (Szabo et al., 2014). Cependant, les TLR7 et TLRY restent les PRRs
principalement exprimés et permettant une réponse aux ADN et ARN microbiens ainsi qu’aux acides

nucléiques libérés par des cellules mourantes en conditions pathologiques.
2.1 Voies de signalisation des TLR7 et TLR9 dans les pDC

Comme décrit précédemment les TLR7 et TLR9 vont reconnaitre respectivement les ARN simple
brin viraux (Hemmi et al., 2002), et les ADN viraux riches en dinucléotides CpG non/hypo-méthylés,
appelés motifs CpG (Krug et al., 2004a; Krug ef al., 2004b; Lund et al., 2003). Ces TLR sont exprimés au
niveau des endosomes au moment ou ils vont reconnaitre leurs ligands (Colonna et al., 2004). Par la suite,
I’acidification des endosomes par leur fusion avec le lysosome sera nécessaire pour fournir une réponse
adaptée aux acides nucléiques microbiens (Ahmad-Nejad et al., 2002; Diebold et al., 2004). Une fois la
liaison entre les TLR7 et TLR9 établie, une cascade de signalisation cellulaire va provoquer I’activation de
différentes voies de transduction cellulaire conduisant d’une part a la maturation des pDC, et d’autre part a
la production de différentes cytokines. Cette cascade de signalisation va d’abord passer par la protéine
adaptatrice MyD8S8, et selon la localisation et le degré de maturité de ’endosome, 1’activation TLR7/9 va
induire différentes réponses (figure 9). Ainsi dans 1’endosome précoce issu de la fusion des vésicules
d’endocytose, I’activation de TLR7/9 va engager la protéine adaptatrice MyD88, provoquant la formation
d’un signalosome comprenant TRAF3, TRAF6, IRAK1 et IRAK4. Ce signalosome va par I’intermédiaire
de la kinase IKKa, et de la PI3 kinase (PI3K) mener a la phosphorylation du facteur de transcription IRF7,
qui va alors induire dans le noyau la production d’IFN-I (Bao and Liu, 2013; Honda et al., 2005; Kawai et

al., 2004). La fusion de vésicules lysosomales primaires provenant de I’appareil de Golgi, avec les
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endosomes précoces va provoquer 1’acidification de ce compartiment, et former les endosomes tardifs.
Dans ces derniers, I’engagement de MyD88 va induire le recrutement de TRAF6 et IRAK4 qui vont activer
NF-«xB et la MAP kinase p38 (p38MAPK). Ces facteurs de transcription vont alors induire la production de
cytokines pro-inflammatoires telles que 1’IL-6 et le TNF, et I’expression de molécules de co-stimulation

comme CD40, CD80 et CD86 (Bao and Liu, 2013; Karrich et al., 2014).
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Figure 9 : Signalisation cellulaire suite a I’activation des TLR7 et TLR9. La reconnaissance par les
pDC d’acides nucléiques dérivés de pathogenes ou endogenes va activer différentes voies de signalisation.
Tout d’abord la protéine adaptatrice MyD88 va étre activée et induire différentes cascades. Le recrutement
d’un complexe de signalisation comprenant TRAF3, TRAF6, IRAK1, IRAK4 et IKKa va permettre la
phosphorylation d’IRF7 par la PI3 kinase (PI3K). La molécule IRF7 phosphorylée va entrer dans le noyau
et induire la production d’IFN-I. La molécule MyD88 peut également activer NF-kB et MAPK par
I’intermédiaire du complexe TRAF, IRAK4 et BTK, afin d’induire la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme I’'IL-6 et le TNF, et de déclencher la maturation des pDC par I’expression de
molécules de co-stimulation telles que CD40, CD80 et CDS6.

2.2 Fonctions des IFN de type |

Historiquement, avant d’étre clairement identifiées, les pDC étaient désignées comme des cellules
productrices des IFN-I (ou IPC pour type I IFN-producing cells). 1l a été en effet observé que les IPC

étaient capables de sécréter 100 a 1000 fois plus d’IFN-I que d’autres types cellulaires en réponse a une
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stimulation virale (Asselin-Paturel et al., 2001; Cella et al., 1999). Les pDC sont donc les cellules
professionnelles dans la production des IFN-I. A ce jour, on dénombre 16 sous-types d’IFN-I chez
I’Homme parmi lesquels I'IFN-a, ’'IFN-B, ’'IFN-g, ’'IFN-k, ’'IFN-t et I'IFN-w. Cependant les principaux
IFN-I produits, sont I’'IFN-a et I'IFN-B. L’IFN-a est produit par certains leucocytes et majoritairement par
les pDC, et I'I[FN-B par les fibroblastes. Les IFN-o/B vont avoir plusieurs actions dans la lutte
antimicrobienne. Tout d’abord, ils vont avoir un effet antiviral direct. Ensuite, ils vont agir sur plusieurs
types de cellules du systéme immunitaires en les activant pour les aider a répondre a I’agression. Il existe

un seul récepteur aux IFN-I, le récepteur IFNAR (de Weerd et al., 2007).
2.2.1 Voies de signalisation d’ IFNAR

Le récepteur IFNAR est composé de deux sous-unités IFNAR1 et IFNAR?2, et est exprimé par la
plupart des cellules (de Weerd et al., 2007). Ceci va permettre aux IFN-I d’avoir un champ d’action trés
large. Ce récepteur est associé a la tyrosine kinase TYK2 qui va le stabiliser et ainsi assurer la liaison des
IFN-I et aussi participer a la transduction du signal (Yan ef al., 1996). Ne possédant pas d’activité tyrosine
kinase, IFNAR est associé a des kinases de la famille Janus (JAKs). Ces molécules JAKs vont assurer avec
I’aide de TYK2 la phosphorylation des molécules STAT1 et STAT2, qui vont alors se complexer en
homodimeres et en hétérodimeres (de Weerd ef al., 2007). Les dimeres STAT vont alors migrer vers le
noyau et s’associer a la molécule IRF9 pour former le facteur de transcription ISGF3 (pour interferon
stimulated gene factor 3) (Hervas-Stubbs ef al., 2011). Ce facteur de transcription va se lier a des domaines
de réponse a I’IFN-I et induire la transcription de génes présentant des fonctions diverses, dont une action

antivirale.
2.2.2 Action antivirale directe des IFN-I

L’activation d’IFNAR va donc induire la transcription des ISG (pour interferon stimulated gene)
dont certains vont avoir une fonction antivirale. La premiére protéine a activité antivirale est la protéine
kinase dépendante des ARN double brin, PKR (Clemens and Elia, 1997). Ensuite, la protéine kinase a
sérine thréonine PKC peut s’activer par autophosphorylation et provoquer la phosphorylation de plusieurs
substrats (Samuel, 2001). Ceci aura pour conséquence ’inhibition de la traduction et de la réplication
virale dans les cellules infectées (Meurs et al., 1992; Muto et al., 1999). Le systeme 2’-5’ oligoadénylate
synthétase et RNaseL (OAS/RNasel) va également jouer un role anti-viral grace a son activit¢é RNase.
Cette activité déclenchée lors d’une infection virale (Samuel, 2001) permet la dégradation des ARN
cellulaires et viraux, empéchant ainsi la propagation de ’infection (Zhou et al., 1997). Enfin, les protéines
de la famille Mx, comme MxA et Mx1, sont également décrites et possédent une fonction antivirale. Ces
protéines sont des GTPases qui vont s’associer entres elles et former des complexes avec les protéines
virales, mais leur mode d’action dépend du virus rencontré (Samuel, 2001). Néanmoins il a été clairement

montré que ces protéines Mx étaient centrales dans I’inhibition de la réplication virale (Haller ef al., 1998).
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2.2.3 Action de I’'IFN-0/p sur les cellules immunitaires

Directement via I’IFNAR ou indirectement par la production d’autres cytokines et chémokines,
I’IFN-0/p va augmenter la capacité de certains types cellulaires a répondre aux infections. En premier lieu,
I’IFN-o/f est capable d’augmenter 1’expression du CMH-I a la surface des cellules infectées, ce qui va les
rendre plus sensibles a I’action des CTL (Garofalo et al., 1996). Cette régulation positive du CMH-I par
I’IFN-0/fB ne se limite pas aux cellules infectées, mais touche aussi les cDC. En effet, des expériences in
vitro ont montré que la stimulation de cDC par I'I[FN-0/p permettait leur maturation en induisant
I’expression du CMH-I et CMH-II, de CD80, CD86, CD40 et de CD83 (Montoya et al., 2002). Ceci va
naturellement augmenter la capacité des cDC a présenter 1’antigéne et a activer la réponse adaptative. Plus
particuliérement, des études ont montré que I’IFN-o/pf augmentait la capacité de présentation croisée des
cDC aux LT CD8" (Le Bon et al., 2003). Enfin, I'IFN-a/p en faible concentration est aussi capable
d’augmenter la sécrétion d’IL-12p70 par des DC dérivées de monocytes (Gautier et al., 2005). L’IFN-0/p a
donc une action directe importante sur les cDC. De plus, I'I[FN-0/f est capable d’augmenter I’expression
de CCR7 a la surface des cDC, et ainsi favoriser I’'immunité adaptative en facilitant la migration des cDC
au niveau des ganglions ou la présentation antigénique a lieu (Parlato et al., 2001). Tres tot, 'IFN-o/p a
aussi été¢ impliqué dans la régulation des NK en augmentant leur capacité cytotoxique (Trinchieri and
Santoli, 1978). L’axe IFN-af/STATI a ainsi été identifi¢ comme directement nécessaire aux NK pour
fournir une réponse cytotoxique (Lee et al., 2000; Nguyen et al., 2002). De plus, I’activation de STATI par
I’IFN-0/p participe indirectement a la survie et a la prolifération des NK par la production d’IL-15
(Nguyen et al., 2002). Des études in vivo ont d’ailleurs montré que des souris infectées par différents virus
comme le MCMV (Dalod et al., 2003) ou le virus de la vaccine (VV) (Martinez et al., 2008) présentaient
une réponse cytotoxique NK dépendante de I’IFN-o/B. Ceci a également été montré chez ’Homme dans
des expériences in vitro ou des pDC stimulées par le virus de la grippe sont capables d’activer les fonctions
cytotoxiques des NK grace a leur production d’IFN-a/p (Gerosa ef al., 2005). Si la production des IFN-I
par les pDC permet d’augmenter les fonctions d’un grand nombre de cellules innées, ces cellules jouent

également un role important dans la mise place de la réponse adaptative.

3. Fonctions des pDC dans I’immunité adaptative

Les réponses adaptatives vont concerner la mise en place de réponses cellulaires effectrices
spécifiques de I’antigene. Ces effecteurs vont étre en grande partie des LT qui vont pouvoir se polariser en
plusieurs sous types avec des caractéristiques fonctionnelles propres. Comme décrit précédemment, ce sont
les CPA, et plus précisément les cDC qui vont participer a 1’activation et a la polarisation des LT.
Cependant si les ¢cDC sont considérées comme des CPA professionnelles, les pDC ont également le
potentiel d’activer et de polariser la réponse des LT. En effet, les pDC peuvent présenter I’antigene et

moduler grace a leur sécrétome le microenvironnement de la présentation antigénique.
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3.1 Capacité de présentation de 1’antigene des pDC

La capacité des pDC a présenter I’antigéne pour induire une réponse LT reste a ce jour discuté.
Cependant, un certain nombre d’évidences montre que les pDC sont capables de présenter 1’antigéne aux
LT. Tout d’abord, les pDC expriment a la fois le CMH-I et le CMH-II ce qui leur confére le potentiel de
présentation antigénique (Villadangos and Young, 2008). Il leur faut ensuite pouvoir capter, préparer et
appréter 1’antigéne pour qu’il puisse étre présenté a leur surface par les molécules du CMH. Cette
préparation des antigeénes a lieu dans le cytosol pour les peptides présentés par le CMH-I, et dans les
endosomes pour les peptides présentés par le CMH-II. Plusieurs études in vivo et in vitro ont ainsi montré
que les pDC pouvaient présenter des antigénes d’origine endogéne soit exprimés constitutivement (Krug et
al., 2003; Young et al., 2008), soit dérivés de virus infectant les pDC (Fonteneau et al., 2003; Salio et al.,
2004; Young et al., 2008). Les pDC ne sont par contre pas trés efficaces dans la présentation d’antigénes
exogenes. Ceci est di au fait que la préparation de peptides d’origine exogeéne nécessite 1’internalisation
des antigénes. Les cDC utilisent plusieurs mécanismes pour intégrer 1’antigéne comme la
macropinocytose, la phagocytose ou encore 1’endocytose dépendante de récepteurs, ce qui les rend trés
efficaces dans cette tache. En revanche, les pDC ont une trés faible activit¢é de macropinocytose. Par
exemple, les pDC ne sont capables que d’internaliser une faible quantité de FITC-dextran (Ito et al., 1999;
Robinson et al., 1999). De méme les pDC ont une tres faible activité de phagocytose de cellules mortes, ou
encore de zymosan ou de composés synthétiques (Dalgaard et al., 2005; Grouard et al., 1997; Robinson et
al., 1999). En revanche il a été montré que les pDC peuvent internaliser des microparticules, de petites
vésicules (0,1-1 um) produites par les cellules activées, en situation de stress, ou mourantes.
L’internalisation de ces microparticules provoque 1’activation des pDC qui augmentent 1’expression de
marqueurs de maturations CD80, CD83 et CD40, mais aussi du CMH-II a leur surface, ainsi que la
sécrétion de cytokines telles que 1I’IL-6 et I’IL-8. Dans ce contexte les pDC vont étre capables d’induire la
prolifération de LT CD4" et de les faire sécréter des cytokines de type Thl comme I'IFN-y et le TNF
(Angelot et al., 2009). Les microparticules contenant une partie du cytoplasme cellulaire potentiellement
constitu¢ d’antigénes, leur internalisation pourrait étre un vecteur a la présentation antigénique. Les pDC
peuvent également faire de I’endocytose par I’intermédiaire de récepteurs aux antigénes. C’est par exemple
le cas dans la présentation d’antigénes viraux, ou 1’expression par les pDC de I’antigéne CD4 va permettre
I’internalisation de 1’enveloppe virale glycoprotéique du VIH, et induire une activation des LT CD4"
spécifiques (Sandgren et al., 2013). D’autres récepteurs a la surface des pDC ont été décrits pour
I’internalisation d’antigénes comme Siglec-H (Zhang et al., 2006), BST-2 (Neil et al., 2008), DCIR
(Meyer-Wentrup et al., 2008), BDCA2 (Dzionek et al., 2001) ou encore le Fcy-Rlla (Benitez-Ribas et al.,
2006). Ainsi I’arsenal de récepteurs présents a la surface des pDC pour leur permettre de lutter contre les
infections, va aussi servir a la présentation antigénique. Au final, ce qui différencie le plus les cDC des
pDC dans leur capacité a présenter I’antigéne et de mettre en place des réponses adaptatives efficaces, est

le renouvellement des molécules du CMH-II a leur surface. En effet, les ¢cDC au stade immature vont
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exprimer un nombre constant de molécules de CMH-II en surface a cause d’un renouvellement constant.
La capture antigénique va conduire les cDC a maturer et a présenter 1’antigéne, et ce faisant elles vont
perdre cette capacité de renouvellement du CMH-II, ce qui va provoquer le maintien des molécules du
CMH-II présentant I’antigéne en surface et permettre une activation prolongée des LT naifs (Villadangos
and Young, 2008). Au contraire les pDC quand elles sont activées ne stoppent pas ce renouvellement du
CMH-II (Young et al., 2008), ce qui limite leur capacité a induire des réponses adaptatives aussi fortement

que les cDC.

Les pDC sont également capables de réaliser la présentation croisée des antigénes, qui consiste a
utiliser le CMH-I pour activer une réponse LT CD8". Ainsi différentes études ont montré que les pDC
sanguines humaines pouvaient faire de la présentation croisée des antigénes viraux issus du VIH (Hoeffel
et al., 2007), ou du virus de la grippe (Di Pucchio et al., 2008; Lui et al., 2009). En plus des antigénes
viraux, les pDC sont également capables de présenter efficacement des antigénes tumoraux aux LT CD8"
(Tel et al., 2013). Chez la souris, il semble qu’une stimulation des TLR par leurs ligands, notamment
CpG/TLRY, permet la présentation croisée d’antigénes exogénes (de Brito et al., 2011; Kool ef al., 2011;
Tanaka et al., 2015). Cependant, toutes ces ¢tudes utilisent des modeles différents et in vitro uniquement.
Ceci donne lieu a des résultats contradictoires et la capacité¢ de présentation croisée des pDC est encore
largement discutée. Une hypothése voudrait que les pDC puissent présenter I’antigéne aux LT CD4" et
CDS8" en fonction du type de signal qu’elles recoivent par I’intermédiaire de tous les récepteurs qu’elles

expriment (Villadangos and Young, 2008).
3.2 Orientation de la réponse LT par les pDC

A P’image des ¢cDC, les pDC peuvent orienter la réponse adaptative, et déterminer la polarisation
des LT effecteurs. En effet, chez des souris totalement déficientes en pDC grace au blocage spécifique du
facteur de transcription E2-2, nécessaire au développement des pDC, il a été montré un déficit des réponses

LT CD4" et CD8" antivirales spécifiques (Cervantes-Barragan et al., 2012).
3.2.1 Polarisation des LT CD4" naifs par les pDC

Il a été montré par différents travaux que les pDC étaient capables de polariser des LT CD4" naifs
en presque tous les types de LT effecteurs décrits. L’orientation de la réponse vers un sous-type de LT
effecteur ou un autre va dépendre de la stimulation recue par les pDC et donc du sécrétome qu’elles vont
produire. En effet, une stimulation des pDC murines ou humaines par du CpG va favoriser une polarisation
de type Thl. Ceci est appuyé€ par le fait qu’une stimulation couplée des TLR et du récepteur CD40 va
induire la production d’IL12p70 par les pDC, et donc une polarisation Thl (Krug et al., 2001).
L’inactivation de I'IL-12 sur des pDC stimulées par CpG ou par des virus inhibera au contraire la
polarisation Thl (Boonstra et al., 2003; Cella et al., 2000). De plus, les IFN-I jouent également un role
dans la polarisation Thl par les pDC (Cella et al., 2000; Ito et al., 2004). Si ce signal par les IFN-I est

bloqué, la polarisation des LT vers un profil Th2 par les pDC va étre favorisée au détriment d’une
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polarisation Thl. D’autres récepteurs a la surface des pDC comme BST-2 vont également favoriser la
polarisation Thl s’ils sont impliqués lors de [D’internalisation de 1’antigéne, en complément d’une
stimulation TLR (Loschko ef al., 2011). Il a également été montré que la simple coculture de pDC et de LT
issus de souris OTII-Rag”™ possédant uniquement des LT spécifiques de I’OVA, va permettre une
polarisation vers un profil Thl en présence d’un peptide issu d’OVA (Bonnefoy et al., 2011a). A I’inverse,
d’autres signaux comme celui apporté par I’IL-3 vont favoriser la polarisation des LT par les pDC vers un
profil Th2 (Ito ef al., 2004; Kadowaki et al., 2000). De plus, la polarisation Th2 par les pDC est augmentée
par I’expression dépendante du signal CD40 ligand (CD40L), de la molécule OX40L a leur surface (Ito et
al., 2004). Enfin si les pDC peuvent polariser les LT CD4" en Th1 ou en Th2, elles peuvent aussi orienter
la polarisation de LT CD4" naifs vers le profil Th17. En effet, la stimulation des pDC par le TLR7 va
induire une polarisation Th17 dépendante des cytokines IL-1P et IL-23 alors sécrétées par les pDC (Yu et
al., 2010). Deux autres cytokines sont essentielles pour la différenciation Th17, I’IL-6 et le TGF-B. Une
étude a d’ailleurs montré que des pDC traitées au TGF-f étaient capables de sécréter du TGF-B. En
combinaison avec I’IL-6, généralement produite a bas bruit par les pDC ou en quantité plus importante en
réponse a des ligands de TLR, type CpG, le TGF-B favorise une polarisation Th17 (Bonnefoy et al.,
2011a). Cette capacité des pDC a induire des Th17 a d’ailleurs une incidence dans différentes pathologies
auto-immunes qui seront traitées par la suite.

Toutefois les pDC ne se limitent pas a induire des réponses inflammatoires, elles sont aussi
capables de favoriser des fonctions régulatrices en activant des LT suppresseurs. En effet, les pDC peuvent
aussi bien provoquer un état anergique chez les LT in vivo dans un contexte tumoral (Munn et al., 2004),
qu’induire une polarisation de Treg spécifiques d’une stimulation antigénique in vitro (Martin et al., 2002).
Plus récemment le potentiel des pDC a polariser les LT en sous populations régulatrices a été largement
étudié. Ainsi il a été montré que les pDC pouvaient favoriser la polarisation de LT producteurs d’IL-10 au
profil Tr1 (Ito et al., 2007). Certains microenvironnements, comme la présence de TGF-f en absence d’IL-
6 vont favoriser une polarisation des LT naifs en Treg par les pDC (Bonnefoy ef al., 2011b; Volpi ef al.,
2012). Les mécanismes permettant 1’induction de populations Treg vont étre dépendants de plusieurs
signaux passant notamment par la molécule de costimulation ICOSL (Conrad et al., 2012; Ito et al., 2007),
ou encore par l’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) (Chen et al., 2008b; Volpi et al., 2012) et seront
détaillés plus loin dans I’introduction. En plus de favoriser la polarisation des iTreg, les pDC sont
impliquées dans la différenciation et I’expansion des nTreg au niveau du thymus (Hanabuchi et al., 2010;
Martin-Gayo et al., 2010). Les mécanismes conférant ces fonctions tolérogéniques aux pDC seront

d’ailleurs abordés plus en détail par la suite dans 1’introduction (voir partie I11-3).
3.2.2 Activation des LT CD8" par les pDC

Les pDC ont également la capacité d’activer les fonctions effectrices des LT CDS8". En effet, la
stimulation in vitro des pDC par des antigénes viraux va permettre la prolifération des LT CD8" qui vont

alors produire de I'I[FN-y (Di Pucchio ef al., 2008; Fonteneau et al., 2003; Hoeffel et al., 2007). 11 est
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également possible d’induire une réponse anti-tumorale des CTL en chargeant les pDC in vitro avec des
peptides tumoraux (Salio et al., 2003). Cependant les pDC ont une mauvaise capacité a internaliser les
antigénes exogenes, et plus particulierement, les antigénes tumoraux car elles ne possédent pas les
récepteurs adéquats (Salio et al., 2004). 1l a cependant été montré in vivo chez la souris que les pDC étaient
capables de participer efficacement a la mise en place d’une réponse anti-tumorale CD8" en augmentant les
capacités de présentation croisée des cDC (Liu et al., 2008). Ces travaux mettent en évidence I’importance
de I’activation des voies TLR des pDC pour permettre une présentation croisée efficace et la mise en place
d’une réponse CD8" anti-tumorale. Ainsi, I’utilisation de cellules tumorales infectées par un virus
permettra aux pDC de présenter I’antigéne aux LT CDS8’, et ainsi produire une réponse cytotoxique
spécifique (Guillerme et al., 2013). En résumé, les pDC étant spécialisées dans la lutte antivirale, il semble
que la présentation croisée d’antigénes viraux soit plus aisée que l’internalisation et la présentation
d’antigénes exogenes, comme les peptides tumoraux ne pouvant pas se lier spécifiquement aux pDC. Le
ciblage de récepteurs des pDC pour permettre la présentation d’antigénes tumoraux semble donc étre une
bonne stratégie. L’utilisation d’Ac anti-BST-2 couplé a ’OV A en association avec une stimulation TLR, a
ainsi permis d’induire chez la souris des réponses CD8" spécifiques contre le virus de la vaccine exprimant
I’OVA et contre des cellules tumorales B16-OVA (Loschko et al., 2011). De méme le ciblage de Siglec-H
par un Ac couplé a ’OVA a également produit une réponse CD8" spécifique efficace in vivo contre 'OVA

(Zhang et al., 2006).

Au final, les pDC sont donc bien des cellules de I’immunité innée capables d’orienter efficacement
les réponses adaptatives vers des profils inflammatoires. Cependant les capacités pro-inflammatoires de ces
cellules vont parfois étre trop fortes les conduisant a étre impliquées dans un certain nombre de pathologies

auto-immunes.

4. Implication des pDC dans les pathologies auto-immunes

Les fonctions des pDC dans les réponses inflammatoires sont donc primordiales pour la mise en
place de réponses immunitaires innées et adaptatives. L’ensemble des cytokines sécrétées par ces cellules
et plus particuliérement les IFN-I, sont indispensables a orienter ces réponses. Cependant, un déreglement
et/ou un défaut de régulation de ces fonctions peut conduire a la survenue de pathologies auto-immunes.
Les pDC ont donc été impliquées dans plusieurs pathologies auto-immunes telles que le SLE, le psoriasis,

la sclérose en plaques ou encore le diabete de type 1.
4.1 Les pDC dans le lupus érythémateux disséminé (SLE)

Le SLE est une pathologie auto-immune a 1’étiologie encore mal connue qui implique des facteurs
a la fois génétiques et environnementaux. Elle est caractérisée par une perte de tolérance avec pour
conséquence la présence de LT et LB auto-réactifs, ainsi qu’une efferocytose défectueuse. De nombreux
auto-anticorps ciblant des antigénes nucléaires sont également retrouvés au niveau sérique, et la formation

de complexes immuns va causer des dommages au niveau des reins, de la peau, des articulations et du
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systéme nerveux central (Kim et al., 2015). L’implication des pDC dans la physiopathologie du SLE est
maintenant bien établie. En effet, méme si moins de pDC circulantes sont retrouvées chez les patients
atteints de SLE (Migita et al., 2005), il semble qu’elles migrent dans les organes cibles de la maladie, un
important infiltrat de pDC étant retrouvé au niveau des reins et de la peau, en particulier (Farkas et al.,
2001; Fiore et al., 2008). L’implication des pDC dans la physiopathologie du SLE a également été montrée
chez la souris, ou la déplétion des pDC améliore la maladie, en réduisant un grand nombre de symptomes
tels que les dommages rénaux, la présence de LT et LB auto-réactifs et d’auto-anticorps (Rowland et al.,
2014). L’importance des pDC dans cette pathologie est appuyée par la présence d’IFN-I en forte quantité
dans le sérum des patients atteints de SLE (Bengtsson ef al., 2000). De plus il existe une corrélation directe
entre 1’activité de la maladie et soit I’expression du géne de I’IFN-a, soit son taux sérique (Baechler et al.,
2003; Dall'era et al., 2005). L’IFN-a produit par les pDC va tout d’abord provoquer la maturation des cDC
a l’origine de la forte activation des LT auto-réactifs (Blanco et al., 2001). Ensuite I’'IFN-a et I’IL-6 vont
favoriser la différenciation des LB en plasmocytes producteurs d’auto-Ac (Jego et al., 2003; Le Bon et al.,
2001). Enfin dans le SLE, I’'[FN-a pourrait promouvoir une réponse lymphocytaire de type Th17 (Ambrosi
et al., 2012), qui, par la production d’IL-17 va induire une commutation de classe des LB importante dans
la production d’auto-Ac (Doreau et al., 2009). La forte production des IFN-I par les pDC est provoquée par
la stimulation des TLR7/TLRY par des acides nucléiques du soi, présents au sein des complexes immuns.
Ces acides nucléiques du soi vont rentrer dans le compartiment intracellulaire des pDC par I’intermédiaire
du Fcy-RII (Bave ef al., 2003; Means et al., 2005), de RAGE liant HMGBI présent dans les complexes
immuns (Tian et al., 2007), et enfin par leur liaison a LL-37, un peptide antimicrobien présent au niveau

des NETs et sécrété par les NK (Garcia-Romo et al., 2011; Lande et al., 2011).
4.2 Les pDC dans le psoriasis

Le psoriasis est une pathologie auto-immune assez répandue qui va toucher principalement la peau
et est caractérisée par une forte prolifération des kératinocyte. Ce sont les LT auto-réactifs produisant de
I’IFN-y, du TNF et de I’IL-17 qui sont principalement impliqués dans la physiopathologie du psoriasis
(Albanesi et al., 2010). Comme dans le SLE, une diminution des pDC circulantes est observée, tandis
qu’un infiltrat important est retrouvé au niveau de la peau (Albanesi ef al., 2009; Gilliet et al., 2004; Nestle
et al., 2005; Wollenberg et al., 2002). Cependant les pDC interviennent plutdt dans la mise en place de la
maladie. En effet, I’infiltrat de pDC dans la peau est important au moment du développement de la
pathologie, mais tres faible quand I’inflammation devient chronique (Albanesi ef al., 2010; Albanesi et al.,
2009). C’est grace a la chémokine chemerin qui va se lier au récepteur ChemR23 sur les pDC, que ces
cellules vont étre recrutées au niveau de la peau (Albanesi ef al., 2009). Ceci va de pair avec une sécrétion
transitoire et précoce d’IFN-a au cours de la mise en place de la pathologie (Nestle et al., 2005). Cette
production d’IFN-a est nécessaire a la physiopathologie du psoriasis, car si cette cytokine est bloquée, le
développement de la maladie est inhibé (Nestle et al., 2005). De plus, 'utilisation d’imiquimod, une

molécule agoniste du TLR7, pour traiter des infections virales chez des patients atteints de psoriasis, a
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conduit a une forte production d’IFN-I associée a I’aggravation de la maladie (Gilliet ef al., 2004). Comme
dans la physiopathologie du SLE, I’'l[FN-a va permettre I’activation d’autres cellules immunitaires comme
les ¢cDC qui vont a leur tour activer les cellules de I’immunité adaptative (Albanesi and Pastore, 2010). Les
mécanismes qui vont conduire des acides nucléiques du soi a activer les voies TLR des pDC restent pour le
moment mal décrits. Cependant, la surexpression de LL.-37 au niveau des Iésions de psoriasis, laisse penser
que de I’ADN du soi pourrait étre amené dans le compartiment intracellulaire des pDC via des mécanismes

similaires a ceux décrits dans le SLE (Frohm et al., 1997).
4.3 Les pDC dans la sclérose en plaques (SEP)

La SEP est une maladie chronique inflammatoire du systéme nerveux central (SNC) caractérisée
par une démy¢linisation des cellules nerveuses, entrainant des dommages psychiques et moteurs. C’est la
présence d’un infiltrat de cellules inflammatoires au niveau du SNC contenant notamment des LT auto-
réactifs CD4" et CD8" qui va étre en grande partie responsable de cette démyélinisation (Noseworthy et al.,
2000). Cependant, en plus des LT auto-réactifs, ’infiltrat de cellules inflammatoires retrouvé dans le
liquide cérébrospinal (LCS) des patients atteints de SEP, contient une forte proportion de pDC sécrétant
des IFN-I en grande quantité (Lande et al., 2008). De plus, une augmentation du nombre de pDC dans le
LCS est observée lors des phases inflammatoires de la maladie (Longhini ef al., 2011). Contrairement aux
autres pathologies auto-immunes présentées jusqu’ici, les pDC dans la SEP jouent a la fois un réle dans la
mise en place de la maladie, et un rdle protecteur. En effet, d’une part dans un modele experimental de
SEP (modele EAE pour Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale), les pDC participent au
développement de la pathologie de par leur capacité pro-Th17 (Isaksson et al., 2009), car quand elles sont
déplétées au moment de I’induction de la maladie, la sévérité de I’EAE est drastiquement diminuée
(Isaksson et al., 2009). D’autre part, quand la déplétion des pDC est réalisée quand ’EAE est déclarée,
cette approche va augmenter I’activation des LT CD4" et la production d’IL-17 et d’IFN-y dans le SNC,
aggravant ainsi la sévérité de la maladie (Bailey-Bucktrout ef al., 2008). Ceci démontre le double jeu des
pDC dans le devenir de cette maladie. Le réle protecteur des pDC semble passer par leur capacité a
présenter I’antigéne car en ’absence de CMH-II sur les pDC dans un modele d’EAE, la quantité¢ de LT
CD4" pathogéniques va augmenter, la quantité de lymphocytes T régulateurs (Treg) nécessaires au controle
de la maladie diminuer (Irla et al., 2010). Chez I’Homme, il semble que les pDC peuvent induire une
polarisation Th9, et que I’IL-9 interférerait avec les Th17 pour inhiber leur production d’IL-17 (Ruocco et
al., 2015). Toujours chez I’Homme, deux sous populations de pDC capables de promouvoir différentes
réponses ont été identifiées. La premiére population de pDC BDCA4'CD123"" va favoriser la polarisation
Th17, tandis que les pDC BDCA4'CD123"" vont plutét favoriser la production d’IL-10 par les LT
(Schwab et al., 2010). Chez les patient atteints de SEP, une plus grande proportion de pDC
BDCA4°CD123"" est retrouvée par rapport a des donneurs sains, ce qui est corrigé par un traitement par
IFN-B (Schwab et al., 2010). Ce traitement par IFN-B a par ailleurs montré son efficacit¢ dans la SEP,

notamment en inhibant I’expression de CCR7 a la surface des pDC et leur production d’IFN-I, ainsi qu’en
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diminuant la production de plusieurs chémokines telles que CCL3, CCL4 et CCL5 qui sont des agonistes
de CCRS, un récepteur activateur des Thl (Aung et al., 2010).

4.4 Les pDC dans le diabéte de type |

Le diabete de type I (T1D) ou insulino-dépendant est une pathologie auto-immune causée par la
destruction des cellules B des ilots pancréatiques productrices d’insuline par des LT auto-réactifs. Une
étude a montré qu'une augmentation du taux d’IFN-a dans le pancréas pouvait étre observée chez des
patients atteints de T1D (Huang et al., 1995). De plus, la survenue du T1D est associée avec certaines
infections virales comme par le virus ourlien ou de la rubéole, ceci étant li¢ au fait que les personnes
atteintes de TID présentent un fort taux sérique d’IFN-a (Devendra and Eisenbarth, 2004). Ces
observations sont corroborées avec les résultats de plusieurs travaux montrant que des thérapies antivirales
contre 1’hépatite C utilisant de I’I[FN-a augmentent ’incidence du T1D (Bosi et al., 2001; Fabris et al.,
2003; Schreuder ef al., 2008). Chez des souris NOD (pour non obese diabetes) qui développent de fagon
spontanée un T1D, le blocage de IFNAR avant la déclaration de la maladie va retarder la survenue du
diabéte (Li et al., 2008). De plus, ’expression d’un transgene d’IFN-o (Stewart et al., 1993) ou d’IFN-
(Alba et al., 2004) dans les cellules B du pancréas de souris non prédisposées a déclarer un T1D, va induire
le développement du diabéte avec une destruction des cellules B et un infiltrat inflammatoire au niveau du
pancréas. La majorité des IFN-o/p étant produit par les pDC, des travaux ont montré que la déplétion de
ces cellules chez des souris NOD prévient la survenue du T1D (Li and McDevitt, 2011). Plus récemment,
il a été décrit que des patients atteints de T1D présentent un nombre augmenté de pDC par rapport a des
personnes saines (Xia et al., 2014b). Dans cette méme étude, la capacité des cellules mononucléées du
sang des patients atteints de T1D a produire de I’IFN-a est également plus élevée que celles des patients
sains, avec une capacité supérieure a activer une réponse de type Thl. Il a été montré que les mécanismes
menant a cette production accrue d’IFN-a par les pDC dans le T1D faisait intervenir une stimulation des
voies TLR de ces cellules par de ’ADN du soi (Diana et al., 2013). En effet, chez la souris NOD, la
survenue du diabete est dépendante de 1’activation des pDC par ’ADN du soi porté par des IgG produits
par les LB et un peptide antimicrobien liant I’ADN, CRAMP (analogue au LL-37 humain), produit par les
neutrophiles. Ce mécanisme est semblable a celui précédemment décrit dans le développement du SLE et
du psoriasis, et montre bien que ’activation des fonctions des pDC par les peptides du soi favorise

grandement la survenue de pathologies auto-immunes.

Les pDC sont donc comme les ¢cDC, des cellules a I’interface entre I’immunité innée et adaptative.
L’expression des TLR7 et TLRY au niveau endosomal va permettre aux pDC de reconnaitre les acides
nucléiques d’origine virale ou du soi, et de sécréter de fortes quantités d’IFN-I. La sécrétion d’autres
cytokines par les pDC en réponse a différents signaux, va aussi les conduire a orienter la réponse
adaptative par la polarisation spécifique des LT. Cependant, la dérégulation des mécanismes d’activation

des pDC peut conduire comme décrit précédemment, au développement d’un certain nombre de
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pathologies auto-immunes. En effet, des mécanismes de contréle des DC ont été décrits pour éviter la

survenue de tels épisodes inflammatoires.
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III- Mécanismes de contrdle de la réponse inflammatoire

La spécialisation des pDC étant la lutte antivirale, c’est dans cette situation qu’elles sont le plus
souvent activées. Dans ce but, elles sécrétent de I’'l[FN-a en grande quantité en réponse a la stimulation
TLR7 et TLRY par la voie MyD88-IRF7. Cependant, plusieurs études chez la souris ont montré que le
nombre de pDC diminuait dans la rate aprés une stimulation TLR, ou au cours d’infections par le
cytomégalovirus murin (MCMYV), ou par le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) (Asselin-
Paturel et al., 2005; Lee et al., 2009; Zuniga et al., 2008). Ce phénoméne n’est pas observé au tout début
de la maladie et s’installe plut6t au cours du développement de la maladie. Ceci s’accompagne d’une forte
sécrétion d’IFN-a dans la premiére phase de I’infection, qui va ensuite trés fortement diminuer, en méme
temps que le nombre de pDC s’effondre (Lee et al., 2009; Zuniga et al., 2008). Cette absence d’IFN-a dans
les phases chroniques de I’infection virale suggére soit que les pDC ne sont plus en état de répondre a une
stimulation TLR pour produire de I’'[FN-a, soit que les pDC ont été éliminées. Chez ’Homme aussi, le
méme type de données a ¢té rapporté. Le nombre de pDC circulantes chez les patients atteints d’infections
chroniques par les virus de 1’hépatite B et C (HBV et HCV) est diminué jusqu’a deux fois, et associé a une
baisse de la concentration en IFN-o (Duan ef al., 2004; Kanto et al., 2004). Chez des patients atteints par le
VIH, une forte charge virale est aussi corrélée avec une perte des pDC (Altfeld et al., 2011; Finke et al.,
2004). Chez les personnes atteintes par le VIH, une augmentation des marqueurs d’apoptose sur les pDC a
été observée pouvant expliquer la perte de ces cellules (Meera et al., 2010). De plus, cette perte se
maintient chez les patients aux stades avancés de la maladie, et pourrait expliquer le déficit des réponses

antivirales innées chez ces personnes (Meera et al., 2010).

L’étude de Swiecki et al. a permis d’identifier un mécanisme permettant d’expliquer la mort des
pDC par apoptose au cours des infections virales. La forte sécrétion autocrine d’IFN-a suite a la
stimulation virale va conduire les pDC a produire certaines molécules pro-apoptotiques telles que Bid, Bim
et Bax conduisant a leur mort par apoptose (Swiecki et al., 2011). Cette entrée en apoptose des pDC
n’étant pas observé chez des souris IFNAR ™™ (Swiecki et al., 2011), il a été suggéré que les pDC possédent
un mécanisme de rétrocontrole négatif dépendant de I’I[FN-I (figure 10). Ces données sont confirmées par
d’autres travaux qui montrent que des patients infectés par HCV et traités par IFN-o présentent moins de
pDC circulantes que des patients non traités (Goutagny et al., 2004). Il est ainsi possible que 1’apoptose des
pDC au cours d’infections virales permettrait leur contréle et celui d’autres cellules immunes, et ainsi

éviter le développement de syndromes auto-immuns (Swiecki et al., 2011).

I a été montré que le renouvellement des populations de cDC en particulier, était important pour
éviter la survenue de signes d’auto-immunité (Chen et al., 2006). Les c¢cDC étant a I’interface entre
I’immunité innée et adaptative le controle de leur activité est donc primordial. Ces mécanismes font
intervenir un certain nombre de voies de régulations débouchant sur la mort des ¢cDC pour éviter une

activation aberrante des réponses immunes.
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Figure 10 : Mécanisme de rétrocontrole négatif des pDC par ’IFN-I. 1) Les pDC vont étre activées par
I’intermédiaire d’une stimulation de leur TLR7 et TLRY suite a une infection virale. 2) Les pDC activées
vont sécréter de grandes quantités d’IFN-I. 3) L’IFN-I va permettre d’une part de lutter contre I’infection
virale, et d’autre part de faire rentrer les pDC en apoptose de facon dépendante du récepteur a I’'IFN-I
(IFNAR).

1. Régulation de la survie des cDC lors de la réponse inflammatoire

Les c¢DC ont pour principale fonction d’intégrer et de présenter I’antigéne aux LT afin d’activer la
réponse immunitaire adaptative. Dans certaines conditions, les cDC vont orienter la différenciation des LT
vers des profils inflammatoires et peuvent, si elles ne sont pas controlées, favoriser un devenir
pathologique. Par exemple, I’immunisation de souris avec un grand nombre de cDC activées va conduire
au développement d’auto-immunité (Ludewig et al., 1998; Roskrow et al., 1999). 1l existe donc différents
mécanismes permettant d’éviter aux cDC d’entretenir la réaction inflammatoire de manicre

disproportionnée.
1.1 L’apoptose des ¢cDC dans la régulation de I’inflammation

L’apoptose est un phénomeéne primordial pour assurer le bon fonctionnement des réponses
immunitaires. La tolérance au soi est méme garantie par cette mort programmée des cellules. Ainsi, des
souris [pr (pour lymphoproliferation) et gld (pour generalized lymphoproliferative disease), déficientes
pour les voies de Fas/FasL engageant la voie extrinséque de I’apoptose, vont déclarer des syndromes
lymphoprolifératifs (Nagata and Suda, 1995). Le lien entre apoptose des cDC et le maintien de réponses
immunes contrdlées a été établi dans une étude de 1999. Les auteurs de ces travaux ont observé que des
personnes atteintes du syndrome lymphoprolifératif auto-immun, porteur d’une mutation de la caspase 10
entrainant un défaut d’apoptose, présentaient une accumulation des ¢cDC (Wang et al., 1999). Ce défaut
d’apoptose pourrait également toucher les LT provoquant le déclenchement des signes d’auto-immunité.

Cependant, quand les voies de 1’apoptose sont spécifiquement inhibées dans les LT, aucun symptome de
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maladie auto-immune ne se déclare (Chen et al., 2006; Smith et al., 1996). Des travaux antérieurs ont
également montré que les cDC présentant un antigéne (de 1’ovalbumine) entraient en contact avec des LT
spécifiques avant de disparaitre des ganglions. Ceci n’était pas retrouvé avec des cDC ne présentant pas
I’antigéne (Ingulli et al., 1997). L’ensemble de ces travaux laisse a penser que 1’apoptose des ¢cDC est
primordiale dans la prévention de réactions auto-immunes. Plus précisément, il a été montré que des souris
transgéniques dont les cDC exprimaient spécifiquement la protéine inhibitrice de la caspase 8, p35 issu du
baculovirus, voient leurs cDC s’accumuler, et les LT trés fortement activés. De plus, le transfert adoptif de
ces cDC présentant un défaut d’apoptose, entraine chez des souris receveuses naives la production d’auto-
Ac (Chen et al., 2006). De la méme manicre, des souris déficientes en protéine pro-apoptotique Bim
spécifiquement dans les cDC montrent une activation anormale des LT et la présence d’auto-Ac (Chen et
al., 2007). Toutes ces études tendent a démontrer que ’apoptose des cDC, par différents mécanismes,

permet de réguler I’'immunité adaptative.
1.2 Mécanismes pro-apoptotiques des ¢cDC

L’apoptose peut étre induite de différentes maniéres. Tout d’abord, un stress cellulaire trop
important peut conduire a 1’activation de la voie intrinseéque de 1’apoptose, impliquant les mitochondries.
Ensuite, la voie extrinseque de 1’apoptose peut étre engagée par certaines molécules se fixant sur les
récepteurs de mort comme Fas et TRAILR. Enfin, les lymphocytes cytotoxiques (cellules NK et CTL) sont
également capables de controler la survie des cDC en produisant les molécules perforines/granzymes (voir
partie 1-1.2.2). Dans le cas des cDC, il a été montré qu’une stimulation par LPS augmentait I’expression de
Fas a leur surface (Stranges et al., 2007). Dans cette méme étude, les auteurs ont ensuite généré des souris
dont les DC étaient spécifiquement déficientes pour Fas. Chez ces souris, la manifestation de plusieurs
signes d’auto-immunité dont des auto-Ac anti-nucléaires (ANA), une hyperimmunoglobulinémie ainsi
qu’une splénomégalie ont été observés dés la 8™ semaine de développement, sans aucun traitement
(Stranges et al., 2007). La régulation de la survie des cDC pour limiter une activation trop forte de
I’immunité adaptative passe donc en partie par la voie Fas/FasL (Chen et al., 2012b; Stranges et al., 2007).
Cette apoptose des cDC n’interviendrait qu'une fois que les cDC ont présenté I’antigéne, c’est-a-dire
quand elles sont localisées dans un ganglion périphérique (Ingulli et al., 1997). Les cellules capables
d’apporter le signal activateur de I’apoptose (FasL), pourraient étre les LT. D’ailleurs, les LT CD8" CCR7"
L-selectine” ont été identifiés comme capables de migrer dans le ganglion et de tuer les cDC présentant
’antigéne de fagon spécifique (Guarda et al., 2007). Les LT CD8" ont aussi montré une capacité a tuer les
cDC dans un contexte tumoral (Hermans et al., 2000). Plus récemment les LT CD8" ont été identifiés
comme directement responsables de la mort des ¢cDC par la voie Fas/FasL. (Chen et al., 2012b). Si
Fas/FasL est un mécanisme bien décrit d’induction de la mort cellulaire, les fonctions cytotoxiques des LT
CDS8" passent aussi largement par le systéme perforine/granzyme. Cette voie a ainsi été étudiée, et
plusieurs études rapportent qu’un dysfonctionnement de la perforine peut conduire a des désordres

immunitaires. En effet, dans un modéle ou des souris déficientes pour la perforine (perf”) sont
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immunisées avec des cDC présentant I’antigéne, une prolifération anormale des LT CDS8" spécifiques est
observée (Yang ef al., 2006), ceci étant dai a I’incapacité des CTL a éliminer les cDC dans les souris perf .
La voie de la perforine est donc bien impliquée dans la régulation de la survie des cDC et le contdle de la
réponse inflammatoire. Ce mécanisme a aussi été rapporté dans des modéles murins tumoraux, ou les Treg
(Boissonnas et al., 2010) vont ¢liminer les ¢cDC par la voie de la perforine, limitant ainsi I’immunité anti-
tumorale. Chez I’Homme aussi, la cytotoxicité dépendante de la perforine est primordiale pour le maintien
d’une réponse immunitaire contrdlée. En effet, une déficience au niveau du gene de la perforine va
provoquer le développement d’une hémophagocytose lymphohistiocytaire (HLH), une pathologie
présentant les signes d’une forte activation des cellules immunitaires (Clementi et al., 2001; Stepp et al.,
1999). Un modéle de HLH a été développé chez la souris perf”, chez qui, I'infection par le LCMV va
provoquer les mémes symptomes que chez I’Homme (Jordan et al., 2004; Matloubian et al., 1999). Une
forte activation des LT caractérisée par la production d’IFN-y par les LT CD8" dans les organes
lymphoides a été rapportée (Terrell and Jordan, 2013). Cette méme étude a démontré que c¢’est I’apoptose
des ¢DC induite par la perforine apportée par les CTL, qui empéche I’activation aberrante des LT
responsables des symptomes de la HLH. Finalement, les voies de la perforine et de Fas pourraient toutes
les deux étre a I’origine de la mort des cDC par apoptose afin d’éviter une inflammation trop forte. Des
données montrant que des souris double déficientes perf” /lpr présentent une auto-immunité sévére avec
une tres forte inflammation létale, 8 semaines apreés la naissance, vont dans ce sens (Peng et al., 1998;
Spielman et al., 1998). Plus récemment, des travaux utilisant des souris perf’ présentant des cDC
spécifiquement déficientes en Fas (perf’/DC-Fas™) ont clairement établi ce mécanisme. Ces souris
doublement transgéniques vont présenter a la fois une survie réduite, et une activation spontanée des LT
accompagnée d’une sécrétion d’IFN-y importante (Chen et al., 2012b). Chez ces souris, ce sont aussi les
CTL qui vont provoquer la mort des cDC. L’ensemble de ces études montre que la perforine et Fas sont
deux voies utilisées par les CTL pour controler la survie des ¢cDC afin de limiter la réponse inflammatoire

(figure 11).

L’¢limination des cDC par apoptose apreés qu’elles aient activé les LT est un mécanisme
primordial, ceci afin d’éviter le développement de réponses inflammatoires incontrdlées. L’absence de
contréle de la survie des cDC va en effet participer a la survenue de syndromes de type auto-immun.
L’apoptose cellulaire, de facon plus générale, joue également un réle important dans la tolérance au soi,
notamment en permettant 1’élimination rapide et efficace des cellules mourantes, pouvant étre source

d’auto-antigenes.
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Figure 11 : Controle de la survie des ¢cDC par les CTL dans les réponses inflammatoires. 1) Suite a
une infection les ¢DC vont endocyter les pathogénes. 2) Les peptides antigéniques vont étre préparés et
présentés par les cDC aux CTL par I’intermédiaire du CMH-I. 3) Les fonctions effectrices des CTL vont
étre activées, permettant la mise en place de la réponse inflammatoire. En paralléle les voies de Fas/FasL et
perforine/granzyme vont induire la mort des cDC par apoptose, afin de prévenir une sur-activation des
réponses adaptatives.

2. Efferocytose et tolérance

L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire qui permet 1’élimination de cellules devenues
indésirables tout en contrélant la réponse immunitaire (Kerr et al., 1972; Raff, 1992). Ce processus
silencieux mais actif, controle le systtme immunitaire par deux mécanismes principaux. Tout d’abord les
cellules apoptotiques relarguent des cytokines anti-inflammatoires telles que du TGF-, de I’'IL-10 et PGE2
(Chen et al., 2001; Voll et al., 1997). Ensuite, les cellules entrant en apoptose vont étre prises en charge
rapidement et efficacement par des phagocytes, empéchant ainsi la libération du contenu des corps
apoptotiques (protéases, médiateurs inflammatoires) dans le milieu extracellulaire (Savill et al., 1993). Ce
processus d’efferocytose, induit la reprogrammation des phagocytes et des cellules présentatrices
d’antigéne qui vont elles aussi sécréter un microenvironnement anti-inflammatoire (Bonnefoy et al.,
2011b; Fadok et al., 1998; Morelli et al., 2003; Perruche et al., 2008). Ces propriétés pro-résolutives, anti-
inflammatoires ou immunomodulatrices, en fonction du contexte, associées a ces mécanismes ont
d’ailleurs été utilisées avec succeés dans plusieurs modeles pour limiter I’inflammation. Dans certains
modeles murins de pathologies auto-immunes comme le diabéte (Xia et al., 2007) ou encore I’arthrite
(Perruche ef al., 2009a), I’injection de cellules apoptotiques va fortement réduire la sévérité de la maladie,
notamment grace a l’augmentation de populations de LT effecteurs régulateurs telles que les Trl
producteurs d’IL-10, et les Th3 FoxP3", producteurs de TGF-B. Les propriétés immuno-modulatrices des
cellules apoptotiques ont aussi été largement utilisées dans de nombreux modéles de transplantation. Ainsi
les cellules apoptotiques ont permis de limiter le rejet de greffe cardiaque (Wang et al., 2006), de greffe

d’ilots pancréatiques (Mougel et al., 2012), mais aussi de favoriser la prise de greffe de cellules
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hématopoiétiques (Bonnefoy et al., 2011b; Kleinclauss et al., 2006; Perruche et al., 2004) ou de prévenir la
survenue de la maladie du greffon contre I’h6te (GVHD pour Graft versus host disease) (Kleinclauss et al.,
2006). La prévention de la GvHD a méme été confirmée chez I’Homme (Mevorach et al., 2014).

L’apoptose et I’efferocytose sont donc deux mécanismes permettant de controler la réponse immunitaire.
2.1 Effets immuno-modulateurs des cellules apoptotiques

L’effet tolérogéne généré par les cellules apoptotiques peut provenir de deux mécanismes
distincts : ceux directement médiés par les cellules apoptotiques, et ceux induits lors de leur élimination par
les phagocytes. Les phagocytes vont sécréter un certain nombre de facteurs créant ainsi un

microenvironnement immuno-modulateur permettant de maintenir a I’écart le systéme immunitaire.

Au cours du processus d’apoptose, les cellules apoptotiques vont sécréter de 1’IL-10 et du TGF-j,
deux cytokines aux propriétés immunosuppressives (Chen et al., 2001; Gao et al., 1998). Le TGF-p en
particulier va permettre d’inhiber la sécrétion de cytokines comme le TNF et I’IL-1p par les macrophages
(Fadok et al., 1998; McDonald et al., 1999), ce qui va induire une reprogrammation de ces cellules et
favoriser la résolution de I’inflammation. Par exemple 1’apoptose de neutrophiles et de LT va également
favoriser I’expression de CCRS5 a leur surface, permettant la capture de certaines chémokines comme
CCL3 et CCLS (figure 12), limitant ainsi le recrutement d’autres leucocytes (Ariel et al., 2000).
Cependant, si les cellules apoptotiques ne sont pas phagocytées, elles entrent en apoptose tardive puis en
nécrose, favorisant une réponse inflammatoire a cause notamment des signaux de danger intracellulaires
qu’elles vont déverser. Les phagocytes sont donc essentiels pour internaliser les cellules apoptotiques, et ils

vont aussi participer activement a la mise en place du microenvironnement immuno-modulateur.

Les macrophages sont les phagocytes qui vont internaliser les cellules apoptotiques le plus
efficacement (Fadok et al., 1998; Miyake et al., 2007). L’expression de nombreux récepteurs scavenger a
leur surface (voir partie 1-1.2.1) permet une reconnaissance adaptée des cellules apoptotiques et leur
phagocytose. Certaines cDC, en particulier immatures, sont également capables de prendre en charge les
cellules apoptotiques et d’induire des réponses tolérogenes (Iyoda er al., 2002; Krispin et al., 2006;
Perruche et al., 2008). Tout d’abord, I’internalisation des cellules apoptotiques par ces phagocytes permet
de prévenir la libération dans le milieu extracellulaire du contenu des cellules mourantes, qui pourrait
activer une réponse inflammatoire par I’intermédiaire de molécules de stress, comme HMGB1 par exemple
(Scaffidi et al., 2002). Ensuite, la phagocytose va déclencher des mécanismes plus actifs comme la
sécrétion par les phagocytes de différents facteurs, comme des cytokines immuno-modulatrices telles que
le TGF-B (Fadok et al., 1998; Perruche et al., 2008) et I’IL-10 (Voll et al., 1997). De plus il a ét¢ montré
que la phagocytose de cellules apoptotiques par les macrophages inhibe le facteur de transcription NF-xB
permettant la production de cytokines pro-inflammatoires (Sen et al., 2007), avec pour conséquence la
diminution de la sécrétion de cytokines telles que I’IL-12 et le TNF (figure 12) (Kim ef al., 2004; Perruche

et al., 2009a). L importance des phagocytes dans I’induction de tolérance par les cellules apoptotiques a
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été clairement établie dans plusieurs modéles d’inflammation chez la souris. Ainsi dans un modéle d’EAE,
I’induction de I’apoptose des LT va améliorer le score de la maladie en induisant une polarisation des LT
effecteurs en Treg grace au TGF-B sécrété par les DC immatures. En effet, I’élimination des phagocytes
par des liposomes chargés en clodronate va abroger 1’effet tolérogéne des cellules apoptotiques en
supprimant I’induction de Treg (Perruche et al., 2008). De la méme maniére, dans la greffe de cellules
hématopoiétiques, I’injection de cellules apoptotiques va améliorer la prise de greffe grace a
I’augmentation de Treg induits par la sécrétion de TGF-B. Cette induction de Treg apres I’injection de
cellules apoptotiques est dépendante en particulier des macrophages (Kleinclauss et al., 2006). L’ensemble
de ces données montre que les phagocytes sont capables suite a 1’internalisation de cellules apoptotiques de
participer a la mise en place d’un microenvironnement modulateur, induisant des populations de Treg

contrdlant les réponses inflammatoires.

Cellule
apoptotique

Figure 12 : Effets immuno-modulateurs des cellules apoptotiques. Les cellules apoptotiques vont
limiter I’inflammation grace a des mécanismes directs comme 1’augmentation de 1I’expression de CCRS a
leur surface qui va neutraliser les chémokines CCL3 et CCL5 qui ont des propriétés de recrutement de
leucocytes, en les capturant. Les cellules apoptotiques vont également sécréter du TGF-p et de I’'IL-10 qui
sont des cytokines aux propriétés immunosuppressives capables de favoriser I’induction de LT régulateurs.
De plus le TGF-B a un effet direct sur les macrophages diminuant leur capacité a sécréter des cytokines
pro-inflammatoires comme I’IL-1f et le TNF. Les phagocytes ayant capturé les cellules apoptotiques vont
aussi sécréter du TGF-f et de I’IL-10. La phagocytose va inhiber le facteur de transcription NF-xB
controlant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-12 et le TNF qui va alors diminuer.
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2.2 Induction des LT régulateurs par les phagocytes

Une fois que les phagocytes ont internalisé les cellules apoptotiques, elles vont devoir entrer en
contact avec des LT naifs afin d’orienter leur polarisation. Différentes études ont montré que les cDC, une
fois qu’elles ont phagocyté des cellules apoptotiques vont exprimer a leur surface le récepteur de
domiciliation ganglionnaire CCR7 (Ip and Lau, 2004; Verbovetski et al., 2002). Les ¢cDC vont ainsi
pouvoir migrer au niveau du ganglion pour polariser les LT. De plus la phagocytose de cellules
apoptotiques par les cDC ne va provoquer qu’une faible expression du CMH-II et des autres molécules de
co-stimulation comme CD40 et CD83, contrairement & des cDC ayant phagocyté des cellules nécrotiques
plus immunogénes qui vont induire une forte activation des LT (Ip and Lau, 2004). Une fois dans les
ganglions, les cellules ayant phagocyté vont orienter la polarisation des LT naifs vers des profils
régulateurs comme les Treg induits Th3 FoxP3" et les Trl producteurs d’IL-10 (Kleinclauss et al., 2006;
Perruche et al., 2008; Xia et al., 2007), notamment graice au TGF-B. Cette induction de Treg va étre
responsable des effets tolérogénes observés dans les différents modéles inflammatoires décrits

précédemment.

Les propriétés immuno-modulatrices des cellules apoptotiques sont donc largement utilisées pour
inhiber les réponses inflammatoires observées par exemple, dans le rejet de greffe ou encore dans certaines
pathologies auto-immunes. Une des méthodes utilisées pour induire I’apoptose cellulaire est 1’injection
d’un anticorps anti-CD3 (Ac aCD3) qui va provoquer la mort des LT. Cet Ac aCD3 a d’abord été utilisé
pour son effet immunosuppresseur pour limiter le rejet de greffe, avant que les mécanismes sous-tendant

ses propriétés tolérogeénes ne soient évalués.
2.3 Propriétés de I’anticorps anti-CD3

L’Ac aCD3 cible donc I’antigéne CD3 exprimé spécifiquement a la surface des LT et selon les
clones utilisés va entrainer leur mort par apoptose, comme les clones 145-2C11 et OKT3 ciblant la sous-
unité € du CD3 murin et humain respectivement. Le premier clone a avoir été utilisé en thérapeutique est
OKT3, d’origine murine. Son injection va provoquer une forte immunosuppression suite a la déplétion des
LT. Les cliniciens ont tir¢ profit de cet effet en I’utilisant comme traitement contre le rejet de greffe. Ainsi,
a partir de la fin des années 1980, OKT3 a été testé avec succes dans les greffes rénales, cardiaques ou
encore hépatiques (Bristow ef al., 1988; Gordon et al., 1988; Norman et al., 1988). Cependant, certains
problémes ont été relevés. D’abord, I’immunosuppression induite est profonde et va ainsi provoquer une
plus grande susceptibilité¢ des patients aux infections, notamment a HSV et CMV (Singh et al., 1988). Son
efficacité par rapport a d’autres traitements immunosuppressifs a donc été remise en cause (Barr et al.,
1990). De plus, ’origine murine de 1’OKT3 induit un syndrome pseudo-grippal caractérisé par de fortes
fievres, et des troubles gastro-intestinaux (Chatenoud et al., 1989; Cosimi et al., 1981;
OrthoMulticenterTransplantStudyGroup, 1985). Cet épisode inflammatoire provoqué par les Ac aCD3

OKT3 est dii a la partie Fc de I’ Ac qui est d’origine murine et qui en se liant au Fcy-R d’autres cellules par
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sa partie Fc va induire une trés forte activation des LT. Les progrés de la génétique moléculaire ont par la
suite permis de fabriquer des Ac avec une partiec Fc humanisée permettant de limiter I’activation cellulaire.
Chez la souris, I’équivalent d’OKT3 est le clone 145-2C11 produit par le hamster, qui va reconnaitre la
sous-unité € du marqueur CD3 des LT murins (Leo ef al., 1987). L’Ac aCD3 145-2C11 a également été
utilisé pour ses propriétés immunosuppressives dans la greffe de peau chez la souris notamment (Hirsch et
al., 1988). De plus le syndrome pseudo-grippal décrit chez ’'Homme avec ’OKT3 est aussi observé chez

la souris avec le 145-2C11 avec des symptomes similaires (Ferran ef al., 1990).
2.3.1 Caractéristiques du syndrome pseudo-grippal

Pour expliquer la survenue du syndrome pseudo-grippal il faut s’intéresser aux propriétés de 1’Ac
aCD3 et a son effet in vivo. Tout d’abord, I’injection de I’Ac aCD3 145-2C11 chez la souris va induire une
activation des LT qui a été identifiée pour la premiére fois par une augmentation de 1’expression du
récepteur a I’IL-2 (Hirsch et al., 1989). Par la suite, la sécrétion d’un grand nombre de cytokines pro-
inflammatoires dans les premiéres heures suivant I’injection de I’Ac aCD3 a été mise en évidence. Ainsi le
TNF, I'IFN-y, I’IL-6, I’IL-2 et I’IL-3 sont cinq cytokines retrouvées dans le sérum de souris a partir de 90
minutes apres un traitement par I’Ac aCD3 (Alegre et al., 1990; Ferran et al., 1990). 1l est intéressant de
noter que certaines souches de souris sont plus sensibles que d’autres a I’injection de I’Ac aCD3, faisant
ainsi varier la composition des cytokines inflammatoires post-aCD3 (Ferran et al., 1991a). Ainsi, suite au
traitement par I’Ac aCD3 des souches Balb/c, CBA, C3H et NZW, le TNF est retrouvé chez les quatre
souches, mais en plus faible quantité chez les souris Balb/c. En revanche ’IFN-y est retrouvé uniquement
chez les souris Balb/c. Enfin I’IL-2 est retrouvé chez toutes les souches, et I’'IL-3 en plus grande quantité
dans les souches Balb/c et CBA. Cet orage cytokinique décrit chez la souris a également été observé chez
I’Homme aprés une injection d’OKT3. En effet, I’Ac aCD3 OKT3 chez I’Homme va provoquer une
augmentation du taux sérique de TNF, ainsi que des cytokines comme I’IFN-y et I’IL-2, uniquement
produites par les LT (Chatenoud et al., 1988, 1989). Enfin cette sécrétion de cytokines suite a I’injection de
I’Ac aCD3 s’accompagne d’une hypothermie et d’une hypoglycémie (Alegre et al., 1990).
L’hypoglycémie en particulier serait une conséquence de la forte activation des LT qui vont consommer

une grande partie du glucose disponible (Xia et al., 2014a).
2.3.2 Les causes de I’orage cytokinique

L’Ac aCD3 va donc fortement activer les LT et c’est ce qui est a [’origine de cette tres forte
sécrétion de cytokines (Chatenoud et al., 1991). Par ailleurs I’utilisation d’anti-inflammatoires tels que les
corticoides va trés fortement diminuer cet orage cytokinique. Chez I’Homme la co-administration de
corticoides avec I’OKT3 va fortement diminuer la sécrétion de TNF, d’IFN-y et d’IL-2 (Chatenoud et al.,
1990). De méme chez la souris, la méthylprednisolone va inhiber la sécrétion de TNF, d’IL-2 et d’IL-6
ainsi que ’hypoglycémie et I’hypothermie causées par I’Ac aCD3 145-2C11 (Alegre et al., 1991). La

ciclosporine A, qui va spécifiquement inhiber la production d’IL-2 nécessaire a 1’activation des LT, va
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également inhiber 1’orage cytokinique provoqué par I’Ac aCD3 (Murakami et al., 1995). Cette propriété
mitogénique de I’Ac aCD3 sur les LT est due a sa partie constante Fc. Ceci a été établi grace a un Ac
aCD3 F(ab’), dépourvu de partie Fc qui contrairement a I’Ac aCD3 intact ne va pas activer les LT (Hirsch
et al., 1990; Hirsch et al., 1989). L’utilisation de I’Ac aCD3 F(ab’), chez la souris ne provoque d’ailleurs
qu’une trés faible hypoglycémie et pas d’hypothermie comparée a I’Ac aCD3 complet (Alegre et al.,
1990). C’est donc la capacité de I’Ac aCD3 a se lier aux récepteurs Fc d’autres cellules (cross-linking), les

monocytes en particulier, qui va induire in fine le syndrome pseudo-grippal (Hirsch ef al., 1990).

Parmi les cytokines qui sont libérées aprés le traitement par 1’Ac aCD3, certaines vont étre plus
importantes que d’autres pour réguler les réponses inflammatoires. Le TNF par exemple est une cytokine
primordiale dans le contréle de la sécrétion des autres cytokines inflammatoires. Chez la souris
I’inactivation du TNF par un Ac bloquant va diminuer la sécrétion d’IL-3 et d’IL-6 de fagon dépendante de
I’IFN-y (Ferran et al., 1994; Ferran et al., 1991c). L’inactivation du TNF in vivo va également prévenir
I’hypothermie et réduire fortement I’hypoglycémie induite par I’Ac aCD3 (Alegre et al., 1990). Chez
I’Homme [’utilisation d’un Ac anti-TNF permet également de prévenir le syndrome pseudo-grippal suite
au traitement par OKT3 chez des patients greffés rénaux (Charpentier et al., 1992). Le TNF est donc une
cytokine primordiale dans la mise en place de la réaction inflammatoire provoquée par 1I’Ac aCD3. Par
ailleurs il a été montré que la cytokine immuno-suppressive TGF-p était nécessaire pour contrdler I’orage
cytokinique. En effet I’injection d’une dose sub-létale d’Ac aCD3 chez des souris TGF-B17 va provoquer

une sécrétion incontrélée de TNF et d’IFN-y menant a la mort des souris (Perruche et al., 2009b).

Les propriétés immunosuppressives de 1’Ac aCD3 va donc s’accompagner d’une réaction
inflammatoire trés forte. Cependant 1’Ac aCD3 reste utilisé, notamment sous sa forme F(ab’), non

mitogénique pour sa capacité a induire de la tolérance, notamment dans des pathologies auto-immunes.
2.3.3 Propriétés tolérogenes de I’Ac aCD3

L’effet tolérogénique de I’Ac aCD3 a été pour la premicre fois décrit dans des modéles de diabetes
insulino-dépendants chez la souris NOD. Un traitement par I’Ac aCD3 chez des souris NOD ayant déclaré
le diabéte dans les 7 jours va induire une rémission compléte et durable de la maladie (Chatenoud et al.,
1994). Cet effet n’est pas provoqué par une immunosuppression, car d’une part les cellules auto-réactives
sont toujours présentes dans les souris NOD, et d’autre part les souris NOD traitées par I’Ac aCD3 sont
capables de rejeter une greffe de peau allogénique (Chatenoud et al., 1997; Chatenoud ef al., 1994). De
plus, I’inhibition des réponses LT par la ciclosporine A va annuler I’effet bénéfique de 1’Ac aCD3. Un
phénomeéne de tolérance a long terme médié par des populations de LT serait donc a I’origine de la
rémission des souris NOD. Ce mécanisme a ¢été établi plus précisément, et il a été montré qu’une
population régulatrice de LT CD4 CD25" est responsable, par I’intermédiaire de la sécrétion de TGF-B, de

la tolérance permettant la rémission du diabéte dans les souris NOD (Belghith ez al., 2003).
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Ce phénomeéne de tolérance induite par I’Ac aCD3 a aussi été observé dans des modéles murins
d’EAE (Ochi et al., 2006; Perruche et al., 2008). En effet une administration orale de I’Ac aCD3 en
prévention ou en traitement de la maladie, va permettre d’améliorer le score clinique de la pathologie
d’EAE. Ceci s’accompagne d’une augmentation de la capacité suppressive des LT régulateurs CD4"CD25"
LAP", qui vont étre capables de retarder la survenue de I’'EAE s’ils sont transférés a des souris immunisées
avec le peptide responsable de la pathologie (Ochi ef al., 2006). Le mécanisme de mise en place d’une
réponse LT régulatrice suite a un traitement par ’Ac aCD3 a été établi également dans un modele d’EAE
(Perruche et al., 2008). Cette étude a montré que I’Ac aCD3 provoquait la sécrétion de TGF-B dépendante
des phagocytes. De plus la présence de cellules phagocytaires est nécessaire a 1’effet bénéfique de I’Ac
aCD3 sur I’augmentation des Treg CD4 FoxP3, et le score de la maladie. L’Ac aCD3 provoquant

I’apoptose des LT, un modé¢le faisant intervenir la phagocytose des LT dans 1’induction de tolérance par les

Treg a été proposé (figure 13).
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Figure 13 : Induction de la tolérance par I’Ac aCD3. Les LT vont s’activer suite a I’injection de 1’Ac
aCD3 puis rentrer en apoptose. Les LT apoptotiques vont étre phagocytés par les cellules dendritiques et
les macrophages. Les phagocytes ayant internalisé les cellules mourantes vont sécréter du TGF-B
nécessaire a la polarisation de Treg responsables de 1’effet tolérogene (Perruche and Saas, 2009).

En résumé, I’utilisation directe de cellules apoptotiques, aussi bien que I’induction de 1’apoptose in
vivo en utilisant par exemple un Ac aCD3, pouvait induire une tolérance susceptible d’améliorer certaines
pathologies auto-immunes. Comme décrit précédemment (voir partie I11-2.1) 1’apoptose est un mécanisme
de mort cellulaire qui va participer activement a la mise en place de la tolérance, notamment grace a
I’intervention des phagocytes. Cependant les phagocytes dits professionnels (macrophages et cDC
principalement) ne sont pas les seules cellules responsables de la tolérance induite par les cellules
apoptotiques. Plus récemment, les pDC ont été impliquées dans I’induction de tolérance par les cellules

apoptotiques.
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3. Les pDC dans I’'induction de tolérance

L’implication des pDC dans I’induction de tolérance par les cellules apoptotiques a été suggérée en
premier par I’é¢tude de Ochando et al. Dans ces travaux une tolérance au greffon cardiaque a été obtenue
par injection de cellules du donneur (ou DST pour donor-specific transfusion), les pDC étant nécessaires a
cet effet ((Bonnefoy et al., 2011b; Ochando et al., 2006). Du fait qu'une partie du mécanisme responsable
de la tolérance induite par les DST ait été attribuée a la présence de cellules apoptotiques (Morelli and
Larregina, 2010), il est possible d’imaginer que les pDC puissent participer a I’effet tolérogénique des
cellules apoptotiques. Ceci a clairement été établi dans un modele de greffe de cellules hématopoiétiques
ou la prise du greffon est induite par les cellules apoptotiques de fagon dépendante des pDC (Bonnefoy et
al., 2011b). Dans cette étude, la prise de greffe est due aux pDC, qui dans un microenvironnement
modulateur contenant du TGF-f produit par les macrophages ayant phagocyté, vont polariser les LT en
Treg. En effet, I’élimination des pDC dans ce modele va annuler I’effet bénéfique des cellules apoptotiques

sur la prise de greffe.

Les propriétés immuno-modulatrices des pDC ne se limitent cependant pas au cadre du traitement
par les cellules apoptotiques. Les fonctions tolérogénes des pDC qui vont principalement passer par une
induction de LT CD4" régulateurs, sont multiples et maintenant bien décrites. En effet les pDC ont la
capacité lorsqu’elles sont activées in vitro par leurs voies TLR par des motifs CpG en particulier, de
polariser des LT en Treg CD4'CD25" (Moseman et al., 2004). Néanmoins, les pDC peuvent aussi induire
la polarisation de différentes populations de LT régulateurs in vivo. C’est le cas dans certaines situations
cliniques associées a la tolérance, comme avec des patients atteints d’arthrite répondant au traitement
(Kavousanaki ef al., 2010) ou encore avec des personnes atteintes de cancer (Zou et al., 2001), chez qui les
pDC sont capables de générer des LT avec un profil Trl qui vont produire de I’IL-10. Les pDC peuvent
aussi favoriser la polarisation Treg FoxP3" a partir de LT naifs (Th3) (Bonnefoy et al., 2011b; Ochando et
al., 2006). Enfin des études récentes ont établi que les pDC thymiques participaient a la différenciation des
Treg naturels (nTreg) dans le thymus (Hanabuchi et al., 2010; Martin-Gayo et al., 2010). Cette induction
de nTreg passe par 1’activation des pDC par la TSLP (pour thymic stromal lymphopoietin) (Hanabuchi et
al., 2010). Par ailleurs, il a ét¢ montré que chez des souris atteintes d’EAE, les pDC étaient capables grace
a leur propriété de présentation antigénique passant par le CMH-II, de provoquer I’expansion de nTreg

(Irla et al., 2010).

11 existe plusieurs signaux apportés par les pDC qui vont conduire a la polarisation de populations
LT régulatrices. L utilisation d’un Ac bloquant la molécule de co-stimulation ICOSL sur les pDC a montré
que cela neutralisait leur capacité a induire une polarisation Treg (Conrad ef al., 2012) et Trl (Ito et al.,
2007), mettant en évidence I’importance de I’interaction ICOS-ICOSL. Une autre voie permettant la
génération de Treg par les pDC est celle de I'IDO. Cette enzyme capable de cataboliser le tryptophane en
kynurénine, va appauvrir le milieu favorisant ainsi un environnement régulateur (Mellor and Munn, 2004).

En effet, I'IDO va conduire a diminuer les réserves en tryptophane ce qui va avoir pour conséquence
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directe d’inhiber la prolifération des LT. De facon intéressante, certaines populations de pDC dans un
contexte tumoral vont exprimer 1’IDO ce qui va leur conférer un fort pouvoir pro-tumoral (Munn et al.,
2004). Une stimulation des voies TLR7 et TLR9 des pDC va également augmenter leur expression d’IDO
ce qui va leur permettre de polariser des LT naifs en Treg (Chen et al., 2008b; Manches ef al., 2008). 1l a
par ailleurs ét¢ montré que I’augmentation d’IDO par une stimulation des TLR était dépendante de la
sécrétion de TGF-B par les pDC (Volpi et al., 2012). D’autres types de stimulations des pDC par des
ligands inhibiteurs comme CTLA-4-Ig, OX-2-Ig ou encore CD28-Ig vont provoquer 1’expression d’IDO
(Fallarino et al., 2004; Mellor et al., 2003).

Au final, les réponses immunitaires sont contrélées de différentes manicres. La plupart des
épisodes inflammatoires font intervenir des LT effecteurs qui sont activés en premier lieu par les cDC. Le
controle de la survie de ces cellules, par des mécanismes faisant intervenir les systémes
perforine/granzyme et Fas/FasL par exemple, est donc nécessaire pour éviter des réponses inflammatoires
aberrantes. Cependant le systéme immunitaire est capable de réguler ces réponses et de maintenir une
tolérance grace aux différentes populations de LT régulateurs. Le role primordial de I’apoptose dans
I’induction de cette sous population immuno-modulatrice de LT a par ailleurs été souligné. De fagon plus
particuliere les pDC en plus d’intervenir dans la mise en place de réponses inflammatoires, sont aussi
capables de générer des réponses tolérogenes en fonction des signaux qu’elles regoivent. Les pDC sont
donc des cellules possédant une dualité fonctionnelle qui vont devoir étre régulées pour éviter des réponses

immunitaires dysfonctionnelles.
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IV- Objectifs des travaux de thése

La mise en place de la réponse immunitaire va donc passer par des mécanismes faisant intervenir
I’'immunité innée et adaptative. Ces deux systémes vont coopérer afin de se réguler mutuellement
positivement et négativement afin de fournir une réponse adaptée. Les DC sont par excellence les cellules a
I’interface entre ces deux types de réponses. Parmi les grands sous types de DC, il existe d’une part les
c¢DC qui sont des CPA professionnelles qui vont étre spécialisées dans 1’activation des réponses LT, et
d’autre part les pDC qui ont été initialement décrites comme des cellules productrices d’IFN-I spécialisées
dans la lutte antivirale. Cependant il est aujourd’hui évident que les pDC vont aussi jouer un role dans
I’activation des réponses immunitaires adaptatives, en modulant notamment le microenvironnement
cytokinique. Les pDC vont ainsi pouvoir participer a la mise en place d’une réponse inflammatoire, et en
cas de dysfonctionnement favoriser et maintenir la survenue de pathologies, et notamment de syndromes

auto-immuns.

La régulation des fonctions de ces cellules est donc nécessaire au déroulement physiologique des
réponses immunitaires. La voie de I’IFN-I en particulier a ét¢ identifiée comme permettant le contréle de la
survie des pDC, mais seulement dans un contexte d’infection virale. Les pDC étant aussi impliquées dans
la mise en place de réponses inflammatoires non virales, une régulation de ces cellules doit intervenir dans
ce contexte particulier pour maintenir une réponse immune physiologique. Le cas des cDC est de ce point
de vue intéressant, car il existe une régulation de la survie de ces cellules pour éviter qu’elles n’activent
trop fortement les réponses adaptatives en condition inflammatoire. Cette régulation passe par des
mécanismes faisant intervenir les LT CD8" cytotoxiques portant les signaux perforine/granzyme et FasL.
Dans un contexte inflammatoire non viral, les pDC sont également capables d’induire des réponses T
effectrices, ce qui va nécessiter un controle de ces fonctions. A notre connaissance, aucun mécanisme de
contrdle des pDC, et plus précisément de la régulation de leur survie lors d’épisodes inflammatoires non
viraux, n’a été décrit a ce jour. L’objectif de ce travail de thése sera donc d’explorer les mécanismes
permettant le contrdle des fonctions des pDC dans un contexte inflammatoire non viral, indépendant des

IFN-I.
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Dans le but de tester si une régulation des pDC intervenait dans un contexte d’inflammation, nous
avons utilisé les propriétés de I’Ac aCD3 mitogénique (145-2C11) pour créer un environnement
inflammatoire non viral aigu. En effet, I'utilisation de cet anticorps va nous permettre d’induire un
environnement fortement inflammatoire chez la souris comme cela peut étre le cas lors d’une infection,
mais ne faisant pas intervenir I’'IFN-a/pB. Ce protocole va ainsi permettre de s’affranchir du fait que la
survie des pDC peut étre impactée par I’'IFN-a/p lors d’infection virale (Swiecki et al., 2011). Ce modéle
va nous permettre d’induire une forte activation des LT, accompagnée de la sécrétion de nombreuses
cytokines inflammatoires. Une premicére expérience en amont de ce travail de thése a montré que
I’injection de cet Ac aCD3 provoquait la disparition des pDC dans les organes lymphoides, dont la rate, 4

jours apres ’injection en particulier (figure 14).
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Figure 14 : Les pDC ne sont plus détectables 4 jours aprés injection de I’Ac aCD3. L’Ac aCD3
mitogénique (clonel45-2C11) ou un Ac isotypique (clone HTK888) ont été injectés en i.p. a des souris
C57B1/6 sauvages (WT) a raison de 50 pg/souris. Les splénocytes ont été extraits, puis les pDC marquées
pour é&tre analysées en cytométric de flux, 4 jours aprés injection. Les pDC sont les cellules
SiglecH'mPDCA" qui apparaissent en rouge. De plus ces cellules sont fenétrées a partir des cellules CD19™
NKI.1" et elles expriment I’antigéne B220 ainsi que CD1lc de fagon intermédiaire. Dans toutes nos
expériences nous avons donc considéré les pDC comme étant les cellules CDI19NKI1.1°
B220°CD11c™SiglecH mPDCA".

A partir de ce résultat nous avons voulu déterminer quel mécanisme était a I’origine de cette
disparition des pDC suite a I’injection de I’ Ac aCD3. Nous avons donc exploré plusieurs hypothéses, allant
d’un mécanisme de perte des pDC dépendant de I’IFN-I comme observé dans les infections virales, jusqu’a
un mécanisme similaire a celui décrit pour contrdler la survie des ¢cDC. Tout d’abord nous avons di
montrer si la disparition des pDC suite au traitement par I’Ac aCD3 était due a une migration dans certains
organes cibles, ou a un phénoméne de mort cellulaire. Etant donné que 1’Ac aCD3 provoque une trés forte
activation des LT, nous avons ensuite évalué si ceci pouvait étre la raison primaire de cette déplétion de
pDC. De plus nous avons testé si le méme phénoméne pouvait étre observé dans un contexte inflammatoire
impliquant les LT, comme dans la GvHD. L’effet le plus marquant provoqué par I’Ac aCD3 mitogénique
étant la forte sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF et I’'I[FN-y pouvant provoquer

directement ou indirectement la mort cellulaire, I’implication des cytokines a aussi été investiguée dans la
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déplétion des pDC. Enfin les LT CD8" faisant partie des cellules activées dans notre modéle, nous avons
émis I’hypothése que les voies de cytotoxicité directes telles que le systéme perforine/granzyme pouvaient

étre responsables de la disparition des pDC, comme ce peut étre le cas pour d’autres types cellulaires.

L’ensemble des expériences a tout d’abord permis de montrer que I’inflammation induite par I’Ac
aCD3 provoquait I’apoptose des pDC dans les organes lymphoides, et non une migration de celles-ci dans
d’autres organes comme 1’intestin, le foie, la peau ou encore les poumons. Ensuite nous avons pu montrer
que I’activation massive des LT, suite a la liaison de la partie Fc de I’Ac aCD3 aux Fcy-R, était nécessaire
a cette perte des pDC. Nous avons par ailleurs pu reproduire une diminution similaire des pDC en activant
les LT dans d’autres modéles comme la GvHD et I’injection de SEA. Cependant nous avons montré que ce
n’est pas la sécrétion de cytokines inflammatoires, suite a la forte activation des LT, qui était responsable
de la déplétion des pDC. Au final ce sont donc les fonctions de cytotoxicité directe portées par les LT
CDS’, et passant par la voie de la perforine qui sont responsables de I’apoptose des pDC dans notre modéle
d’inflammation non virale. Ces résultats sont présentés ci-dessous, puis dans une seconde partie, d’autres
résultats nous ayant permis d’orienter nos recherche vers le mécanisme de déplétion par les CTL sont

détaillés.
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ABSTRACT

Regulation of the inflammatory response involves the control of dendritic cell survival. To our
knowledge, nothing is known about the survival of plasmacytoides dendritic cells (pDC) in such
situation. pDC are specialized in type I interferons (IFN-I) secretion to control viral infections,
and IFN-I also negatively regulate pDC survival during the course of viral infections. Here we
asked about pDC behavior in the setting of virus-free inflammation. We report that pDC survival
was profoundly reduced during different sterile inflammatory situations in the mouse, through a
mechanism independent of IFN-I and TLR signaling. Indeed, we demonstrated that during
inflammation, CD8" T cells induced pDC apoptosis through the perforin pathway. The data
suggest therefore that pDC have to be turned down during ongoing acute inflammation to not
initiate autoimmunity. Manipulating CD8" T cell response may therefore represent a new
therapeutic opportunity for the treatment of pDC-associated autoimmune diseases such as lupus or

psoriasis.
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INTRODUCTION

Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are considered as a major actor of the anti-viral immune
response notably through the secretion of large amount of type-I IFN (IFN-I). To limit anti-viral
immunity overresponse, in addition to inhibiting viral replication, IFN-I also provide a negative
feedback to pDC, favoring pDC number contraction through apoptosis-dependent mechanism (1).
However, pDC function is not limited to a direct anti-viral activity; they also play a role linking
innate to adaptive immunity. Indeed, activated pDC have demonstrated their capacity to present
and cross-present antigens to T cells (2), inducing effector T cell expansion, like memory CD8" T
cells and Thl CD4" T cells (3, 4). In addition, by producing various cytokines, such as IL-6 and
IL-12 depending of the microenvironment, pDC can favor a flexible T cell polarization (5, 6). In
this setting, the IFN-I independent negative feedback controlling pDC survival to avoid a
pathological inflammation is unclear. In some autoimmune disorders, it has been shown that pDC
play a direct role in the pathogenesis process, such as in systemic lupus erythematosus (SLE) (7)
or psoriasis (8) for instance. Blocking pDC-dependent pathological mechanisms in these
situations has been mostly associated with remission, suggesting that mechanisms controlling
pDC survival, such as IFN-I, might be unpaired (7, 9).

Several mechanisms have been described for the control of the inflammatory immune
response working in concert or independently, such as the limitation of antigen presentation
through the killing of APC. It is described that APC apoptosis is crucial to maintain self-tolerance
and, a deficiency in apoptosis leads to an accumulation of conventional dendritic cells (¢cDC) and
the development of autoimmunity (10). The control of ¢cDC turnover by apoptosis was even
directly implicated in the maintenance of immune tolerance, as shown in DC-p35 transgenic mice
in which autoimmune symptoms are observed due to the resistance of DC to cell death, with
detection of autoantibodies and inflammatory cell infiltrates in the liver and kidneys (11). It is
now demonstrated that the Fas pathway in c¢DC is directly involved to prevent systemic
autoimmunity development. Indeed, autoimmune disorders have been reported in mice with Fas
deficiency in APC, associated with the production of antinuclear antibody (Ab), hyper-
immunoglobulinemia and splenomegaly (12). The control of cDC survival has been also shown to
be linked to concomitant activation of CD8" T cell, notably at the peak of the inflammatory
response (13). Post-infection, effector CD8" T cells are early controlled during the first phase of
the inflammatory response, with the action of both IFN-y and perforin controlling the expansion
and the death of CD8" T cells, respectively (14, 15). Whereas perforin controls CD8" T cell

homeostasis after antigen stimulation and therefore the inflammatory response, other cells might
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also be sensitive to this negative feedback to control inflammation. In addition to Fas, it has been
shown that CDS8" T cells could also eliminate ¢cDC in vivo through the perforin pathway after
multiple immunization episodes (16). Interestingly, in perforin deficient mice (Perf ), an
exacerbated immune response is observed after infection with lymphocytic choriomeningitis virus
favoring the development of hemophagocytic lymphohistiocytosis (17, 18). Moreover, the
accumulation of ¢cDC described in Perf”/DC-Fas™ mice, has highlighted the perforin and the Fas
pathways in the control of cDC homeostasis in the control of inflammatory disorders (19). Both
perforin-dependent CD8" T cell and Foxp3™ CD4" T cell regulation of ¢cDC survival has been also
implicated in regulating anti-tumor immunity (20, 21). In the context of sterile inflammation
however, the IFN-I-independent negative feedback loop controlling pDC survival remains

unclear. We therefore determined the fate of pDC in diverse acute sterile inflammatory situations.
MATERIALS AND METHODS
Mice and treatment

Five to 12 week old female and male C57Bl/6, BALB/c and B6D2F1 mice were obtained
from Charles River laboratories (I’ Arbresle, France) and kept in quarantine for at least 1 week
before experimental procedure. Transgenic RAG-yc”~ and IFNy '~ C57Bl/6 mice were bred in our
specific pathogen-free rodent facility (agreement #D25-056-7) with access to food and sterile
water (Hydropack, Plexx, The Netherlands) ad libitum. Transgenic FcR-y chain”™ mice were
kindly provided by P. Bruhns (Institut Pasteur, Paris, France), TNFR1™" mice by B. Ryffel
(CNRS-UMR7355, Orléans, France), TNFR2™™ mice by B. Salomon (UPMC UMRS CR7 -
Inserm U1135, Hopital la Pitié-Salpétriere, Paris, France), MyD88*/ ~mice by S. Akira & I. Coste
(CRCL, Lyon, France), IFNAR™™ mice by M Dalod (CIML, Marseille, France) and Perf”™ mice
by T. Walzer (INSERM U1111 — CNRS UMRS5308, Université Lyon 1, Lyon, France). For anti-
CD3 mAb treatment, mice received a single intraperitoneal (i.p.) dose of anti-CD3 mAb (50
ug/mice, clone 145-2C11; kindly provided by L Chatenoud [Hopital Necker-Enfants Malades,
Paris]) or isotype control (50 pg/mice, clone HTK888; Biolegend, San Diego, CA). Anti-TNF
mADb (300 pg/mice, clone MP6-XT3; BD Biosciences) and anti-IFN-y mAb (300 pg/mice, clone
XMG1.2; BD Biosciences) were injected i.p. 5 h before anti-CD3 mAb treatment. SEA was
injected i.p. (2.5 mg/kg, Sigma-Aldrich, L'lsle d'Abeau Chesnes, France). Cyclosporine A was
given twice per os (50 mg/kg; Neoral, Novartis, Rueil-Malmaison, France) 12 h before and after
anti-CD3 treatment. FcR-y chain” /WT chimeras were generated by injecting i.v. 2.5 x 10° cells

from FcR-y chain”™ BM with equal number of WT BM cells into preconditioned C57Bl/6 mice
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(7.5-Gy single-dose, 2.002 Gy/min; Clinac 2100c medical linear accelerator, Varian Medical
System, Palo Alto, CA). Chimeras were controlled by flow cytometry in peripheral blood for
equal donor reconstitution 2 weeks later before use. RAG—ycf/f mice were injected i.v. with 17 x
10° CD3", 9 x 10° CD4" or CD8" T cells 24 h before anti-CD3 mAb treatment. Experimentation
(#02831) was approved by the local ethics committee (#58) and the French Ministry of Higher
Education and Research (Ministére de 1’Enseignement Supérieur et de la Recherche) and was

conducted in accordance with the European Union’s Directive 2010/63.
Flow cytometry and cell sorting

Cell suspension were prepared from various tissues and stained at +4°C in PBS containing 2%
FCS and 0.5% EDTA after CD16/CD32 blocking using 2.4G2 hybridoma supernatant. Antibodies
were obtained from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France), eBioscience (Paris, France) or
Biolegend (anti-siglecH [clone eBio440c], anti-mPDCA [clone 927], anti-CD19 [clone 1D3),
anti-NK1.1 [clone PK136], anti-CD11c [clone N418], anti-CD45R/B220 [clone RA3-6B2], anti-
IA/IE [clone M5/114.15.2], anti-CD3 [clone 145-2C11], anti-CD4 [clone RM4-5], anti-CD8
[clone 53-6.7], anti-CD25 [clone PC61], anti-CD45 [clone 30-F11], anti-CD45.1 [clone A20],
anti-CD45.2 [clone104], anti-CD69 [clone H1.2F3], anti-CD107a [clone 1D4B], anti-granzyme B
[clone NGZB], anti-IFN-y [clone XMG1.2] and anti-H-2Kb [clone AF6-88.5]). The strategy for
pDC gating corresponded to selection of the lymphoid population based on a FSC/SSC window,
selection of the live cells from the previous gate through a SSC/Fixable Viability Dye window,
selection of the CD19-NKI1.1- cells on the previous, and then analysis of Siglec-H, mPDCA or
B220 CDl1l1c expressions on the previous cells to identify pDC as indicated. Apoptosis in pDC
was evaluated through caspase staining using CaspACE FITC-VAD-FMK marker (Promega),
following manufacturer’s instructions. Dead cells were excluded suing Fixable Viability Dye
staining (eBioscience). Stained cells were analyzed on a FACS Canto II flow cytometer (BD
Biosciences) equipped with BD FACS Diva Software (BD Biosciences). Purified total, CD4" or
CDS8" T cells were negatively sorted from C57B1/6 mouse spleens, using the Pan T Cell Isolation
Kit II, the CD4" T Cell Isolation kit or the CD8" T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec, Paris,

France), respectively, according to manufacturer’s instructions.
Cell isolation and preparation

Bone marrow (BM) cells were issued from tibia and femur by RPMI flushing, peripheral

lymph node (LN) cells were collected from brachial and inguinal and minced LN, and spleen cells
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were obtained after collagenase D (2 mg/mL; Roche) digestion for 20 min at 37 °C in HBSS. Red
blood cells were removed in BM and spleen suspensions by Ficoll-Paque density gradient (GE
Healthcare). Skin cells or lung cells were obtained after collagenase D digestion (as for spleen),
before gentleMACS™ (Miltenyi) dissociation and nylon mesh cell strainer (BD Biosciences)
passage. Liver cells were obtained after collagenase D (2 mg/mL) and DNAse I (150 U/mL;
Sigma Aldrich) digestion for 30 min at 37 °C, before gentleMACS dissociation and centrifugation
at 20 g for 4 min to remove the hepatocytes. Cells from duodenum were obtained after HBSS
rinsing and slicing, collagenase D and DNAse I digestion (as for liver) digestion nylon mesh cell
strainer passage. After another wash with staining solution or PBS, cells were resuspended,

counted and used.
Experimental graft-versus-Host disease models

Graft-versus-Host disease (GvHD) was induced using the parent into F1 without irradiation
model or the C57Bl/6 into BALB/c background mismatch model with irradiation (22). For the
parent into F1 model, B6D2F1 mice received i.v. 75 x 10° spleen cells from C57Bl/6 mice, or
from B6D2F1 as control. For the GvHD model with irradiation, BALB/c mice received a total
body irradiation 16 h before bone marrow transplantation (BMT). A 7.5-Gy single-dose TBI was
applied (2.002 Gy/min; Clinac 2100c medical linear accelerator). BM cells were retrieved from
C57Bl/6 mice, depleted from T cells using the CD3 MicroBead Kit (Miltenyi Biotec) and injected
in PBS (5 x 10° cells/mouse). GvHD was induced 14 d after BMT by the i.v. injection of 5 x 10°
or 25 x 10° T cells sorted from C57BI/6 spleens (Pan T Cell Isolation Kit IT). BMT control mice
not developing GvHD received PBS. Mice were given neomycin (1.1 g/l; Demavic, Longvic,
France) in drinking water for 4 weeks post-BMT to reduce the infectious risk. Weight loss and

signs of GVHD occurrence were monitored daily according to the Ferrara’s clinical score (23).
Cytokine assay

Cytokine levels were determined in the plasma isolated from the blood of mice punctured 90
min after anti-CD3 mAb treatment using Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (CBA, BD Biosciences)

according to manufacturer’s instruction.
Statistical analysis

The means of groups were compared with an unpaired two-tailed Student t test or ANOVA

test. P values <0.05 were considered statistically significant.
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Results
Anti-CD3 treatment impacts pDC survival in vivo

To evaluate the fate of pDC in a sterile inflammatory environment, we took the advantage of
anti-CD3 specific monoclonal Ab (CD3) injection that has been demonstrated to induce a self-
limited cytokine storm, known as the flu-like syndrome (24, 25), before inducing long term
tolerance (26). Four days after CD3 treatment in naive mice, we unexpectedly failed to detect
pDC by flow cytometry, defined as CD19-NK1.1-mPDCA SiglecH' CD11cintB220" cells
(Figure 15A) in spleen, LN and BM (Figure 15A and 15B). We therefore evaluated whether pDC
have migrated to other organs and tissues upon CD3 injection but we observed, as in lymphoid
organs, a strong reduction of pDC numbers in lung, liver, duodenum and skin, 4 days after CD3
injection (Figure 15B and 15C). This attests that in tissues containing pDC under normal
situations, CD3-induced inflammatory environment favored a massive and wide pDC loss
observable both in lymphoid organs and tissues. The kinetic of pDC depletion and replenishment
was then assessed after CD3 treatment in BM, spleen and LN, and we observed that pDC numbers
rapidly significantly declined over the first 8 days after treatment, reaching a maximum of
depletion at day 4, and finally came back to normal numbers 9 days post-injection (Figure 15D).
Since pDC were no longer detectable post-CD3 treatment, we evaluated pDC cell death using
intracellular determination of activated caspases by flow cytometry with a labelled pan-caspase
inhibitor (VAD-FMK). Ten to 15 h post-CD3 injection, we observed a strong expression of
activated caspases in pDC compared to what observed in pDC from mice receiving isotype
control, attesting for apoptosis induction in pDC (Figure 15E and 15F). Altogether, these results
show that during a self-limited acute inflammatory episode pDC quickly undergo apoptosis and

are widely depleted in lymphoid organs and peripheral tissues.
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Figure 15. Plasmacytoid dendritic cells die by apoptosis and then recover after sterile
inflammation associated with massive T cell activation

(A) FACS analysis of pDC (CD19 NK1.1 mPDCA "Siglec-H B220'CD1 1c™) in the spleen of
mice 4 days after receiving anti-CD3 mAb (aCD3, clone 145-2C11) or an isotype control (iso,
clone HTK888). Numbers indicate pDC percentages in CDI9 NKI.1™ cells. Data are
representative of 14 independent experiments. (B and C) FACS analysis of pDC (CD19 NK1.1™
mPDCA" CD11¢™) in lymphoid organs and peripheral tissues 4 days after aCD3 or iso mAb
injection. Percent of pDC from representative mice (B) and total numbers of pDC from individual
mice are given plus mean (C) (n=3 mice per group) from one representative experiment out of 3.
*=p < 0.01, ***=p < 0.001 (unpaired Student t test). (D) Kinetics of pDC depletion and
replenishment in BM, spleen and LN after aCD3 mAb or iso treatment were assessed and
depicted as the percent of remaining pDC. Day 0 = values obtained with isotype control. Data are
expressed as the mean £+ SEM (n=3 to 6 mice per group) and pooled from 4 independent
experiments. ***=p <0.001 (ANOVA test). (E and F) Activated caspases were evaluated in pDC
Siglec-H'mPDCA" by FACS in BM (E, F), spleen and LN (F) 10 and 15 h after aCD3 mAb
injection or 10 h after iso mAb injection. Data are expressed as the mean + SEM (n=9 mice per
group) and pooled from 3 independent experiments. *=p < 0.05, **=p < 0.01, ***=p <0.001
(ANOVA test).

T cell activation is associated with pDC number contraction

CD3 (clone 145-2C11) targets the CD3e subunit of the TCR complex that is exclusively
expressed by T cells, and not by pDC (data not shown). To determine the role of T cells in pDC
depletion, we used RAG-yc*/ ~ mice reconstituted or not with T cells. First, we did not observe any
loss of pDC in RAG—yc*/* mice injected with CD3-specific mAb (Figure 16A and 16B). However,
when reconstituted with T cells and injected with CD3, RAG-yc’  mice shown a strong
contraction of pDC in BM and spleen (Figure 16A and 16B), but not as profound as observed in
WT mice (Figure 15). This result shows that in the context of CD3-induced sterile inflammation,
T cells are necessary for pDC depletion. This data from RAG—yc*/ ~ mice injected with CD3 also
excluded the implication of the Fc part of CD3 mAb in pDC depletion. The CD3-Fc part mediates
the mitogenic effect of the CD3 (27). However, in RAG-yc_/_ immunodeficient mice, FcR
crosslinking on pDC by CD3 is missing due to the absence of the CD3 antigen. Thus, to decipher
whether CD3-dependent mitogenic effect is responsible for pDC depletion, we injected CD3 in Fc
receptor gamma chain deficient mice (FcR-y*/’) that are invalided for the expression of Fc-yRI,

Fc-yRIII and Fc-yRIV (28), or in WT littermates, and we observed 4 days later normal numbers of
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pDC in BM and LN of FcR-y*/ ~ mice compared to WT littermates (Figure 16C and 16D). In the
spleen of FcR-y”™ mice, a decrease of pDC number was observed CD3 injection, but not as
profound as observed in WT controls (Figure 16C and 16D). T cell depletion was also marginal in
F cR—yf/f mice after CD3 injection (data not shown). We therefore generated chimeric mice
repopulated with hematopoietic cells from congenic WT mice (CD45.17) for one half, and from
FcR—y_/ ~ mice (CD45.2") for the other half to determine the Fc/FcR pathway implication in pDC
depletion during CD3-induced sterile inflammation. In the resultant chimeric mice, in which CD3-
mitogenic effect is preserved and pDC harbor or not the FcR-y, we observed 4 days after CD3
injection a significant depletion of both CD45.1" (WT) and CD45.2" (FcR-y ") pDC in spleen,
LN and BM (Figure 16E). This result shows that pDC depletion is associated to CD3-induced T
cell activation and not to the direct binding of the CD3 on pDC FcR-y. This data also suggests that
pDC depletion is concomitant with T cell activation. We therefore monitored CD69 expression on
CD4" and CD8" T cells in WT mice, RAG-yc~ mice reconstituted with T cells, FcR-y’ and
chimeric FcR-y/WT mice after CD3 injection, and consistently observed a significant increase
of CD69 expression in T cells, and more particularly in the CD8" T cell subset in WT, RAG-yc '~
reconstituted with T cells and chimeric FcR-y”/WT mice (Figure 16F). In contrast, we were not
able to detect neither higher CD69 expression nor pDC depletion in FcR—y*/* mice receiving CD3
injection (Figure 16F). This was also true when we used non-mitogenic anti-CD3 F(ab’)* mAb
injection in WT mice; no pDC depletion and and few T cell activation were observed (Figure
16G). This is in line with reports showing that the cytokine storm is a monocyte-dependent T cell
activation process which is not promoted by the anti-CD3 F(ab')* fragment (29). The mitogenic
CD3 treatment results in monocyte activation, T cell activation-induced cell death and may favor
the release of DAMP from stress cells and tissue destruction, as observed in the small intestine
(30). Implication of the MyD88 signaling pathway that could be triggered by DAMP, was
therefore investigated and similar pDC depletion was observed in MyD887/ ~and WT animals after
CD3 treatment (Figure S1). This data demonstrates that pDC loss was independent of MyD8&8
upstream toll like receptor (TLR) and IL-1 receptor pathways. Altogether, our data clearly
demonstrate that CD3-induced T cell activation is responsible for pDC depletion, independently
of the CD3 binding to pDC.
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Figure 16. Activated T cells are necessary and associated with pDC depletion during anti-
CD3 Ab-induced sterile inflammation

(A and B) FACS analysis of Siglec-H' mPDCA" pDC in BM and spleen of RAG-yc " mice or
T cell reconstituted RAG—yc*/f mice 4 days after aCD3 mAb or iso treatment. Representative dot
plots with pDC percentages are shown (A) and total numbers of pDC from individual mice are
given plus mean (B) (n=3 mice per group). Data from one representative experiment out of 2. *=p
< 0.05 (unpaired Student t tests). (C and D) FACS analysis of Siglec-H mPDCA" pDC in BM,
spleen and LN of WT and FcyR*/ “mice 4 days after aCD3 mADb or iso treatment. Representative
dot plots with pDC percentages are shown (C). Total numbers of pDC from individual mice are
given plus mean (D) (WT, n=3 mice/group; FcR-y_/_ mice, n = 8 mice per group). Data from
FcyR*/ “mice are pooled from 2 independent experiments. *=p < 0.05, **=p < 0.01, ***=p <0.001
(unpaired Student t test). (E) Total, CD45.1 (FCVR’/*) and CD45.2 (WT) pDC were analyzed by
FACS in the BM, spleen and LN of FcyR’/WT chimera, 4 days after aCD3 mAb or iso
treatment. Total numbers of pDC from individual mice are given plus mean (n=6 mice per group)
and pooled from 2 independent experiments. ***=p <0.001 (unpaired Student t test). (F)
Expression of CD69 in CD4" and CD8" T cells was evaluated by FACS 4 days after aCD3 mAb
or iso treatment in the spleen of WT (n=8 mice per group), T cell-reconstituted RAG—ycf/* (n=3
mice/group), Fcny/ “/WT chimera (n=10 mice per group) and FcyR*/ ~ (n=8 mice per group) mice.
Data are showed as individual mice plus mean from 9 independent experiments. *=p < 0.05, **=p
<0.01, ***=p <0.001 (unpaired Student t test). (G) Total numbers of pDC in BM and spleen, and
expression of CD69 in CD4" and CD8" T cells as in (F) from the spleen of WT mice (n=3 mice
per group) 4 days after aCD3 F(ab’), mAb or iso treatment. Data are shown as individual mice

plus mean from 2 independent experiments. *=p < 0.05, **=p < 0.01 (unpaired Student t test).
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Figure S1 (Related to Figure 2). pDC loss after CD3-specific antibody treatment is
independent of the MyD88 pathway. (A-B) FACS analysis of Siglec-H mPDCA" pDC in BM,
spleen and LN of MyD887/7 mice 4 days after aCD3 or iso mAb treatment (A). Total numbers of
pDC from individual mice are given plus mean (n=6 mice per group) and pooled from 2 out of 3

independent experiments in (B). **=p < 0.01, (unpaired Student t test).

T cell-dependent inflammation affects pDC survival

Since T cell activation is associated with pDC depletion, we evaluated pDC behavior in other
T cell-dependent inflammatory settings, such as during graft-versus-host disease (GvHD) or after
superantigen injection. We first used the parent into F1 acute GvHD experimental model
(C57Bl/6 cells into non-irradiated B6D2F1 mice) (22). Around 20 days post-graft, we observed a
strong depletion of pDC, just as with CD3, in BM, spleen and LN, compared to control mice
grafted with autologous spleen cells and not developing GvHD (Figure 17A). This was associated
with a significant increased expression of IFN-y in CD4" and CD8" T cells (Figure 17B). Thus, in
the context of GVHD acute inflammation, pDC survival is strongly affected and correlates with T
cell activation, but in such context, recipient pDC might be targeted by alloreactive donor
C57Bl/6 T cells. To avoid alloreactivity against pDC, we then used a full H-2 mismatched acute
GvHD model with an irradiation conditioning regimen (22), in which lethally conditioned host
BALB/c mice were reconstituted with C57B1/6 BM cells and received 14 days later, C57Bl/6
donor T cells to trigger acute GVHD. Recipient pDC were described depleted by the conditioning
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regimen in that context (31), but bone marrow transplantation (BMT) allowed donor
hematopoiesis and, contextually, reconstitution of the pDC pool from the donor. GvHD occurred
one week after T cell transfer (Figure 17C) and mice were sacrificed. In lymphoid organs, a strong
decrease of pDC numbers was observed compared to mice not receiving T cells (Figure 17D). In
addition, pDC depletion was associated with GvHD severity since more T cells were infused,
deeper was the pDC depletion (Figure 17D). As expected, CD4™ and CD8" T cells highly
expressed IFN-y attesting for their activation (Figure 17E). These data clearly show that during
acute GvHD, donor pDC survival was strongly reduced and associated with alloreactive donor T
cell activation. Our results in the context of alloreactivity-induced inflammation demonstrated that
pDC survival was impaired, mainly due to T cell activation, just as in the anti-CD3 mAb studies.
Finally, injection of WT mice with a superantigen, Staphylococcal enterotoxin A (SEA), which
cross-links the MHC and the TCR to induce a strong T cell activation (32), was also sufficient to
favor pDC depletion in the spleen (Figure 17F), that correlated again with an increased expression
of CD69 on CD4" and CD8" T cells (Figure 17G). Altogether, our data suggest that in an
inflammatory environment associated with massive T cell activation, pDC survival is damped and

associated with T cell activation.
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Figure 17. Plamascytoid dendritic cells are depleted in GVHD and SEA-induced
inflammatory settings

(A) Plasmacytoid DC were analyzed by FACS in the BM, spleen and LN of B6D2F1 mice
suffering from GvHD or control B6D2F1 mice. Total numbers of pDC from individual mice are
given plus mean (n=8 mice per group) and pooled from two independent experiments. *=p < 0.05,
*#%=p <0.001 (unpaired Student t test). (B) FACS analysis of intracellular expression of IFN-y in
CD4" and CD8" T cells in the spleen of mice from (A), depicted as percentage from individual
mice plus mean. *=p < 0.05 (unpaired Student t test). (C) Percentage of weight loss in BALB/c
mice suffering from GvHD mice (+5 x 10° T cells and +25 x 10° T cells from C57Bl/6 mice) and
controls (+PBS) over time. Data are shown as mean of 10 mice per group = SEM from two pooled
independent experiments. ***=p <0.001 (ANOVA test). (D) pDC from the previous GvHD and
control mice, as in (C), were analyzed in BM, spleen and LN by FACS. Total numbers of pDC
from individual mice are given plus mean (n=10 mice per group) and pooled from 2 independent
experiments. *=p < 0.05, **=p < 0.01, ***=p <0.001 (ANOVA test). (E) Intracellular expression
of IFN-y was evaluated by FACS in CD4" and CD8" T cells in the spleen of GVHD and control
mice from (D). Percentages from individual mice are given plus mean (n=10 mice per group).
***=p <0.001 (unpaired Student t test). (F and G) pDC were analyzed by FACS and quantified in
the spleen of mice receiving SEA 4 days earlier (F), and CD69 expression in CD4" and CD8" T
cells were analyzed in the spleen of mice 24 h after SEA treatment (G). Three (G) to 6 (F) mice

per group. Data from 3 independent experiments. ***=p <0.001 (unpaired Student t test).

The cytokine storm does not participate to the loss of pDC

It has been described that T cell activation is accompanied with a cytokine storm initiated after
CD3 injection or in the context of acute GvHD, which includes the major inflammatory cytokines,
such as TNF and IFN-y (33, 34). This inflammatory cytokine environment might be lethal for
pDC. Since CD3-specific mAb induced-pDC depletion was independent of the IFN-I signaling
pathway as attested by the fact that CD3 injection induced a similar pDC loss in IFNAR knockout
mice and in WT littermates (Figure S2), we investigated the role of TNF and IFN-y in the control
of pDC survival. IFN-y has been identified as an important cytokine capable of initiating
uncontrolled inflammatory responses (19) that might consequently limit pDC survival. By
neutralizing IFN-y using blocking mAb, before CD3 injection, we did not observe a better pDC
survival compared to mice receiving only anti-CD3 mAb treatment (Figure 18A and 18B).
Expression of CD69 on CD4" and CD8" T cells was still observed increased even when IFN-y

was neutralized before CD3 treatment, as in mice injected with only CD3 (Figure 18C). The role
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of IFN-y was further confirmed using IFN-V*/* mice in which CD3 injection induced pDC
depletion, as in WT littermates (Figure 18D). We then addressed the role of TNF using anti-TNF
neutralizing mAb injection and we observed a significant better survival of spleen pDC compared
to mice receiving only CD3 (Figure 18A and 18B). This improvement was nevertheless associated
with a limited T cell activation, as highlighted by a few expression of CD69 on CD4" and CD8" T
cells after CD3/TNF neutralization treatments compared to mice receiving CD3 alone (Figure
18C). This is in line with the reports showing that the in vivo cytokine release induced by CD3 is
a monocyte-dependent T cell activation process initiated by TNF but not IFN-y (29). Since TNF
can binds to TNF receptors (TNFR), and more specifically to TNFR1 which is associated to an
intracellular death domain (35, 36), we then treated TNFR1”~ or TNFR2”™ mice with CD3. As
observed in WT mice receiving CD3, pDC survival was strongly abolished in TNFR1™" and
TNFR2™" transgenic mice receiving CD3 (Figure 18D). In these transgenic mice receiving CD3,
CD69 expression was increased in T cells (data not shown), as CD3 injection did in WT mice.
Our data confirm the preponderant role of TNF after CD3 injection to initiate the cytokine storm
and clearly demonstrate that neither TNF nor IFN-y is implicated in pDC depletion. To address
the role of the other cytokines produced after CD3 injection on pDC survival, cyclosporine A
(CsA) was injected in WT mice in addition to CD3. In the presence of CsA, the CD3-induced
cytokine storm was severely inhibited since IL-10, IL-17A, TNF, IFN-y, IL-6, IL-4 and IL-2
cytokine levels were greatly reduced (Figure 18E). However, the abrogation of the CD3-induced
cytokine storm was not sufficient to prevent pDC depletion in lymphoid organs (Figure 18F).
Taken together, these data demonstrate that the inflammatory context-resulting cytokines are not

involved in the loss of pDC.
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Figure 18. Flu-like syndrome cytokines are not involved in pDC depletion

(A-C) FACS analysis of Siglec-H' mPDCA" pDC in BM, spleen and LN of mice 4 days after
receiving iso or aCD3 mAb alone or after anti-TNF mAb or anti-IFN-y mAb neutralization.
Percentages of pDC in individual mice were indicated in (A). Total numbers of pDC from
individual mice are given plus mean in (B). T cell activation was evaluated in the spleen of the
previous mice as expression of CD69 in CD4" and CD8" T cells and depicted individually plus
mean in (C). Data from 6 mice per group pooled from 2 independent experiments. *=p < 0.05,
*k=p < (.01, ***=p <0.001 (ANOVA test). (D) Loss of pDC was also evaluated in the spleen of
WT, IFN-y, TNFR1™~ or TNFR2 ' transgenic mice by FACS, 4 days after anti-CD3 mAb or iso
treatment. Total numbers of pDC from individual mice are given plus mean (n=3 mice per group),
from 3 independent experiments. *=p < 0.05, **=p < 0.01, ***=p <0.001 (unpaired Student t
test). (E) IL-10, IL-17A, TNF, IFN-y, IL-6, IL-4 and IL-2 levels were quantified in the plasma of
mice 90 min after CD3 mAb or iso mAb treatment and cyclosporine A (CsA) given 12 h earlier or
not (vehicle). Data are given as mean £ SEM (n=8 mice per group) and pooled from 2
independent experiments. ***=p <0.001 (ANOVA test). (F) In the previous mice, total numbers
of pDC were also determined in BM, spleen and LN, 4 days after treatments and are given as
individual mice plus mean. Pooled data from two independent experiments (n=8 mice per group)

are shown. **=p < (.01, ***=p <0.001 (unpaired Student t test).
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Figure S2 (Related to Figure 4). pDC loss after CD3-specific antibody treatment is
independent of the IFN-I signaling. (A-B) FACS analysis of Siglec-H mPDCA" pDC in BM,
spleen and LN of IFNAR " mice 4 days after aCD3 or iso mAb treatment (A). Total numbers of
pDC from individual mice are given plus mean (n=9 mice per group) and pooled from 3

independent experiments in (B). ***=p < 0.001, (unpaired Student t test).

The CD8" T cell perforin pathway induces pDC death

Since the massive cytokine release following CD3 treatment cannot explain the pDC loss, we
then evaluated the role of the cytotoxic factors produced by activated T cells, i.e.,
perforin/granzyme and FasL. Previous studies have implicated T cell cytotoxicity as a feedback
mechanism to control ¢cDC and regulate the inflammatory response (19). We therefore evaluated
whether CD8" T cells, capable of cytotoxic functions, may affect pDC survival in the context of
sterile inflammation. Indeed, back to Figure 16F, CD8" T cells appeared to be preferentially
activated 4 days after CD3 injection when the pDC depletion is the deepest. Interestingly, RAG-
y¢ ™ mice reconstituted with CD8" T cells and receiving CD3 demonstrated deeper pDC depletion
compared to RAG-yc”™ mice reconstituted with CD4" T cells and receiving CD3 (Figure 19A).
While either CD4" or CD8" T cell reconstitution induced a slight pDC number decrease in the BM
of RAG-yc”™ mice after CD3 treatment, we observed profound depletion of spleen pDC only in
CD8" T cell-reconstituted RAG-yc”~ mice (Figure 19A). This correlates with what observed in
WT mice, 10 and 15 h after CD3 injection, in terms of CD107a (a marker of degranulation) and
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granzyme B expression on CD8" T cells (Figure 19B and 19C). This time frame corresponds to
the time of pDC apoptosis (Figure 15E and 15F). These data clearly demonstrate the preponderant
role of cytotoxic CD8" T cells in limiting pDC survival during sterile inflammation. Since
granzyme B needs the perforin pathway to induce apoptosis (37, 38), we then injected CD3 in
Perf”” mice. In the Perf” mice, pDC survival was not altered by CD3 injection as attested by
similar percentages and numbers of pDC in BM, spleen and LN as observed in isotype mAb-
treated Perf’” and WT mice (Figure 19D and 19E). In addition, in Perf” " mice treated by CD3,
despite that CD69 expression in CD8" T cell was not increased compared to what observed in WT
mice (Figure 19F), cytokine levels, including TNF and IFN-y levels, were observed similar in
both Perf’” and WT mice receiving CD3 (Figure 19G). Altogether these data support the finding
that CD8" T cells producing granzyme B and perforin upon activation are the main effector cells
controlling pDC survival in the context of sterile inflammation. This negative feedback
mechanism might limit over inflammation and prevent pDC-induced autoimmune pathology

development.
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Figure 19. CD8" T cells kill plasmacytoid dendritic cells during sterile inflammation through
the perforin pathway

(A) Plasmacytoid DC were analyzed by FACS in the BM, spleen and LN of CD4" or CD8" T
cell-reconstituted RAG—yc*/f mice 4 days after aCD3 or iso mAb treatment. Total numbers of pDC
from individual mice are given plus mean (n=6 mice per group) and pooled from two independent
experiments. *=p < 0.05, **=p < 0.01, ***=p <0.001 (unpaired Student t test). (B and C)
Expression of CD107a and granzyme B were evaluated on CD8" T cells in the spleen of WT
mice, 10 and 15 h after aCD3 or iso mAb injection. Representative dot plots are shown in (B), and
percentages pooled from two independent experiments (n=6 mice per group) are depicted in (C)
as the mean + SEM. **=p < 0.01, ***=p <0.001 (ANOVA test). (D-F) FACS analysis of Siglec-
H'mPDCA" pDC in BM, spleen and LN of WT and Perf” mice 4 days after aCD3 or iso mAb
treatment. Representative dot plots with pDC percentages are shown in (D). Total numbers of
pDC in BM, spleen and LN (E), and expression of CD69 in CD4" and CD8" T cells in the spleen
(F) from individual mice are given plus mean (n=6 mice per group) and pooled from two
independent experiments. **=p < 0.01, ***=p <0.001 (unpaired Student t test). (G) IL-10, IL-
17A, TNF, IFN-y, IL-6, IL-4 and IL-2 levels were quantified in the plasma of previous mice
shown in (E), 90 min after aCD3 or iso mAb treatment. Data are given as individual mice plus

mean (n=6 mice per group) and pooled from two independent experiments.
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DISCUSSION

In the context of sterile inflammation in which T cells are strongly activated, we observed the
death of pDC. Using CD3 injection to model self-limiting sterile inflammation, the mechanism
responsible for pDC depletion is dependent on activated CDS8" T cells, and more specifically on
the CD8" T cell-dependent perforin pathway. This negative control of pDC survival in an
inflammatory environment appears similar to the negative feedback described to control cDC
survival (16, 19). In addition to the type-I IFN negative control of pDC in viral situations (1), this
IFN-I-independent mechanism regulating pDC survival during acute inflammation must prevent
from uncontrolled inflammation and autoimmune pathology development.

In mice injected with CD3, we identified profound pDC depletion in lymphoid organs BM,
spleen and LN, extended to other tissues. Indeed, pDC have the potential to migrate in different
organs upon inflammation-induced activation, such as the intestine (39), or the skin (40).
However, during a systemic inflammation associated with massive T cell activation, such as after
CD3 injection or in the context of GvHD, pDC survival is affected independently of their
location. Apoptosis is early triggered in pDC in such settings since as soon as 10 h after CD3
injection, pDC start to decline and demonstrate executioner caspase activation at this early time.

Injection of CD3 induces a cytokine storm through its mitogenic effect (41), and could target
pDC through its Fc part. Our data clearly demonstrate that neither inflammatory cytokines, nor
IFN-I, was associated with pDC death. The death of pDC is independent of the MyD88 and the
Fc/FcR signaling pathways. Interestingly, the CD3-dependent mitogenic effect is necessary for
pDC depletion since CD8" T cells need CD3 crosslinking for their activation. Indeed, when we
used FcR-y*/’ mice, we observe a normal pDC survival despite CD3 injection. When the
crosslinking was restored in FcR-y'/WT chimeric mice, CD8" T cells were activated and pDC
survival damped, again. We also demonstrate in different GvHD models where T cells are
strongly activated the limited pDC survival. In the “parent into F1” transfer GvHD model, the
direct alloreactivity could be responsible for recipient pDC depletion. In contrast, the loss of pDC
observed in the second GvHD model with irradiation, where the inflammatory disease was
triggered by higly activated T cells, pDC depletion could not be the result of alloreactivity. In
addition, activation of T cells by their TCR using SEA also induces a decrease of pDC numbers.
We were surprised that the cytokine storm was not responsible for reducing pDC survival. In the
inflammatory settings studied here, CD3-induced, GvHD, SEA, we consistently observed an
inflammatory background attested by T cell activation and high levels of TNF in the sera of mice
(data not shown) associated with few pDC survival. CD3 treatment is associated with the

secretion of a large amount of several pro-inflammatory cytokines (42). Among these cytokines,
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IFN-vy, by its function of inflammatory response initiation (19), and TNF, by its involvement in
triggering apoptosis through TNFR (19, 35), could explain the pDC depletion. Indeed, pDC
express both TNFR1 and 2 (data not shown). However, when specific neutralizing antibodies or a
broad cytokine inhibitor, such as CsA, were used, pDC survival was still strongly affected.

Whereas previous studies have described CD8" T cells as the predominant type of cells
controlling ¢DC life span during inflammation (19), our study shows for the first time that this
mechanism is also true for controlling pDC survival and that this could happen independently of
viral infection or antigen presentation. Indeed, we demonstrate here that CD8" T cells, once
activated, are the main cells inducing pDC death. Nevertheless, we did not investigate the role of
NK cells in this depletion since NK cells could participate in controlling pDC survival. NK cells
might assist CD8" T cells in this regulatory mechanism, but CD8 T cells by themselves
demonstrate excellent skills to exert this task as observed in RAG-yc ™~ reconstituted with T cells
or CD8" T cells. Our data suggest that CD8" T cells are the main effector cells controlling pDC
survival during acute inflammation associated with massive T cell activation.

The role of perforin in the control of pDC survival is in line with previous work that described
perforin pathway as one of the effector that can control cDC survival (11, 19). Fas/FasL signaling
pathway was also involved in this feedback loop mechanism to trigger apoptosis in cDC and
prevent inflammatory disorders and auto-immunity development (12, 19). In our experiments, we
were not able to observe FasL expression on CD8 T cells concomitantly to granzyme B
expression (data not shown). However, Fas expression by pDC was described after TLR or IFN-I
signaling (12). Thus, it would be interesting to confirm Fas/FasL involvement using lpr deficient
mice treated with CD3.

We do not evaluate how pDC persistence, in absence of CD8" T cell control, would shape the
inflammatory response behavior. In fact, an accumulation of pDC was observed in perf” "DC-Fas
" mice (19), and it would be interesting to investigate in infected Perf” " mice, pDC behavior and
IFN-I levels. Indeed, this situation might be of importance in several autoimmune diseases
associated with IFN-I signature, such as SLE (43) and psoriasis (8). Interestingly, CD8" T cells
demonstrated a higher expression of perforin and granzyme B in SLE patient (44). Moreover in
this context, CD8" T cell activation is correlated with the disease activity and dependent of the
IFN-I. Since pDC tend to be reduced in the blood of SLE patient (45), perforin-dependent
depletion of pDC could be a control mechanism to avoid over inflammation. However several
studies in SLE have shown that pDC were detected in the skin (45, 46). The recruitment of pDC
in the skin was also observed in psoriasis lesion (47) and demonstrated responsible for driving

psoriatic inflammation (8). It would be of interest to evaluate the CD3 therapeutic effect, or
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eventually to activate the cytotoxic function of CD8" T cells to reduce pDC numbers in IFN-I-
dependent disorders, like SLE or psoriasis.

pDC are describe as versatile cells that can orientate adaptive immune response toward
inflammation or tolerance depending of the ronment (5). In the context of sterile inflammation,
pDC persistence might be deleterious and favor immune dysregulation. Therefore, the default of
CD8" T cells in producing perforin might favor pDC survival and the induction inflammatory
disorders of autoimmune response. We therefore propose that during sterile inflammation, CD8"
T cells through the perforin pathway regulate pDC and consequently the inflammatory response
driven by pDC. This mechanism might also participate to the control of inflammation during
several other inflammatory situations, such as infection. It would be then possible to take
advantage of this mechanism and target the effector CD8" T cells to control pDC-dependent

inflammatory disorders.
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II- Résultats complémentaires

D’autres résultats nous ont permis au cours de cette theése d’orienter notre recherche mais ils ne
sont pas inclus dans les résultats précédents soumis pour publication. Ces travaux sont détaillés ici, apres

une section « matériel et méthodes » récapitulant les techniques utilisées et non décrites précédemment.

Matériel et méthodes

Souris et traitements

Des souris C57Bl/6, Balb/c, C3H, FvB ainsi que des souris C57B1/6 congéniques Ly5.1 (CD45.1")
ont été¢ obtenues auprés des laboratoires Charles River (Les Oncins, France), et des souris DBA1 auprées
des laboratoires Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France). Les souris transgéniques OTI/RAG ",
CX3CRI1/GFP et BDCA2/DTR proviennent d’¢levages présents a 1’animalerie. Les souris transgéniques
hCD3 ont été gracieusement fournies par L Chatenoud (Hopital Necker-Enfants Malades, Paris). Toutes les
souris ont été utilisées & un 4ge compris entre 6 et 12 semaines. Des souris chimériques TNFR1™/WT ont
6té générées en injectant une quantité égale de cellules de la MO de souris TNFR1™™ et WT congéniques
Ly5.1 (2,5 x 10° cellules de chaque origine), a des souris C57BI/6 préalablement conditionnées par
irradiation corporelle totale (7,5 Gy, 2,002 Gy/min ; Clinac 2100c medical linear accelerator, Varian
Medical System, Palo Alto, CA). Le chimérisme a été contrdlé chez ces souris dans le sang périphérique 2
semaines apres greffe, avant I’injection d’Ac aCD3. L’injection de I’Ac aCD3 a été faite en une dose en
intraveineuse (i.v.) ou en intrapéritonéale (i.p.) d’un Ac aCD3 (50, 20 ou 5 pg/souris, clone 145-2C11 ;
gracieusement fourni par L Chatenoud (Hopital Necker-Enfants Malades, Paris)), ou d’un contrdle
isotypique (50 pg/souris, clone HTK888 ; Biolegend, San Diego, CA). Le traitement des souris hCD3 par
I’Ac aCD3 ciblant le CD3 humain s’est fait par ’injection i.p. d’Ac aCD3 humain (50 pg/souris, clone
OKT3 ; eBioscience, Paris, France), ou d’un contrdle isotypique (50 pg/souris, clone eBM2a ;
eBioscience). Le traitement par d’autres Ac ciblant les LT a été réalisé en injectant une dose en i.v. un Ac
aCD3 (150 pg/souris, clone 17A2 ; Biolegend) ou son contréle isotypique (150 ug/souris, clone RTK 4530
; Biolegend), ou en injectant en i.v. un Ac anti-TCR (150 pg/souris, clone H57-597 ; Biolegend) ou son
contrdle isotypique (150 pg/souris, clone HTKS888 ; Biolegend). Des liposomes composés de
phosphatidylcholine (Sigma-Aldrich, L'lsle d'Abeau Chesnes, France) et de cholestérol (Sigma-Aldrich) au
ratio 6/1, chargés avec du clodronate (2mg) ou du PBS pour les lipsomes contréles, ont été synthétisés au
laboratoire et injectés en i.v. (200 pL) 48 h avant le traitement par I’Ac aCD3, afin de supprimer les

phagocytes.

Cytométrie en flux et dosage de cytokines
Les suspensions cellulaires des différents organes lymphoides ont été préparées et marquées
comme décrit précédemment. Les anticorps supplémentaires qui ont été utilisés ont été obtenus chez

Quansys Biosciences (Logan, UT), BD Biosciences (Le Pont de Claix, France), Biolegend, ou eBioscience
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(anti-IL-17 [clone eBio17B7], anti-FoxP3 [clone FJK-16s], anti-CD80 [clone 16-10H1], anti-CD86 [clone
GL-1], anti-CD40 [clone 3/23], anti-IA/IE [clone M5/114.15.2], anti-IFN-a [clone RMMA.1]). L’Ac
utilisé pour marquer le DTR est un anti-hHB-EGF (Ac polyclonal, R&D systems ; Minneapolis, NM). Les
marquages intra-cytoplasmiques ont été réalisés a 1’aide de la solution de fixation BD Cytofix/Cytoperm
(BD Biosciences) selon les recommandations du fournisseur. Les marquages intra-nucléaires ont été
réalisés en utilisant le kit FoxP3 Staining Buffer Set (eBioscience) selon les recommandations du
fournisseur. Le TNF a été dosé dans le sérum par ELISA a I’aide du kit Mouse TNF alpha ELISA Ready-

SET-Go!® (eBioscience) selon les recommandations du fournisseur.

Tris et cultures cellulaires

Pour évaluer la capacité des pDC a polariser des LT naifs, des cocultures ont été réalisées. Des
pDC issues de la MO de souris C57Bl/6 ayant regu I’Ac aCD3 (50 pg/souris) ou I’Ac isotypique (50
ug/souris) 10 jours auparavant, ont été extraites et enrichies par tri immunomagnétique (Anti-mPDCA-1
Microbeads mouse ; Miltenyi Biotec, Paris, France) selon les recommandations du fournisseur. Les pDC
ont ensuite été mises en culture 24 h & 37°C a raison de 10° cellules/mL en RPMI-1640 complet (RPMI-
1640 [Gibco, Saint Aubin, France], 10% de SVF inactivé, 1% de pénicilline/streptomycine, 1% de tampon
HEPES, 1% d’acides aminés non essentiels, 0,05 mM de 2-B-mercaptoéthanol). Ensuite, les LT
CD4'CD25 sont ajoutés au ratio LT/pDC de 2/1, en présence de peptide OVA323-339 (NeoMPS) a 2
pg/mL pour stimuler les LT. Les LT CD4'CD25 naifs sont isolés a partir du thymus de souris
transgéniques OTI/RAG ™ a I’aide d’un tri immunomagnétique (CD4 CD25" Regulatory T Cell Isolation
Kit mouse ; Miltenyi Biotec) selon les recommandations du fournisseur. Apres 4 jours de co-culture, la
polarisation des LT (Thl, Th17 et Treg) est évaluée en cytométrie de flux. Les splénocytes de ces souris
traitées pendant 10 jours avec I’Ac aCD3 ou I’Ac isotypique, ont aussi été mis en culture & raison de 10°
cellules/mL avec du RPMI-1640 complet pendant 24 h a 37°C en présence ou non de CpG ODN2216 (12
pg/mL ; Invivogen, Toulouse, France), afin d’évaluer I’effet du traitement par I’Ac aCD3 sur le phénotype

des pDC.

Dans le but de reproduire la déplétion des pDC observée in vivo, plusieurs protocoles in vitro de
culture cellulaire ont été évalués. Des splénocytes issus de souris C57Bl1/6 seuls ou additionnés de pDC
enrichies de la MO (Anti-mPDCA-1 Microbeads mouse ; Miltenyi Biotec) au ratio de 9 splénocytes pour 1
pDC ont été cultivés pendant 24 h a 37°C 4 raison de 10° cellules/mL en RPMI-1640 complet, et traités
avec de I’Ac aCD3 ou de I’Ac isotypique solubles (5 pg/mL) ou fixés préalablement a la plaque de culture
(50 png/mL, coatés). Les cultures de splénocytes additionnés de pDC, ont également été traitées avec le
plasma de souris (5 uL) ayant recu I’Ac aCD3 (50 ug/souris) ou 1’Ac isotypique (50 pg/souris) 90 min ou
8 h auparavant. Des pDC triées comme précédemment ont également été mises en culture avec des LT triés
magnétiquement de la rate de souris C57B1/6 (Pan T Cell Isolation Kit II ; Miltenyi Biotec), au ratio de 5
ou 1 LT pour 1 pDC, pendant 24 h & 37 °C a raison de 10° cellules/mL en RPMI-1640 complet, et en

présence d’IL-3 (10 ng/mL). Pendant toute la durée de la culture, les cellules ont été traitées avec I’Ac
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aCD3 ou I’Ac isotypique solubles (5pg/mL) ou fixés préalablement a la plaque de culture (10 pg/mL et
100ug/mL, coatés). La fixation des Ac dans les plaques de cultures se fait par pré-incubation des Ac a la
concentration précédemment indiquée, pendant 2 h a 37°C dans un tampon (Tris 50 mM (Sigma-Aldrich),
pH 9) avant trois ringages en RPMI 1640 complet. A la fin des 24 h de cultures, le taux de pDC est évalué

en cytométrie de flux.

Résultats

Suite a la disparition des pDC dans les organes lymphoides aprées traitement par I’Ac aCD3, nous
avons en premier lieu vérifié que ceci était di a une déplétion des pDC, et non a une perte de marqueurs
spécifiques des pDC. Nous avons pu observer que I’injection de 1’Ac aCD3 provoquait la disparition de
toutes les cellules positives pour les marqueurs classiquement exprimés par les pDC comme mPDCA,
SiglecH. De plus les marqueurs exprimés sur les pDC comme CD11c ou encore B220 ne sont également
plus retrouvés a la surface de ces cellules (figure 20A). Méme s’il semble difficile que I’Ac aCD3 inhibe
totalement I’expression de I’ensemble de ces antigénes, nous avons réalisé la méme expérience chez des
souris transgéniques CX3CRI1/GFP et BDCA2/DTR dont I’expression du transgene a la surface des pDC
ne pouvait pas étre régulée par ’Ac aCD3. Les résultats en cytométrie de flux montrent que les pDC
expriment bien ces deux antigenes CX3CRI1 et DTR, et que I’injection de I’Ac aCD3 induit également la
disparition de ces transgenes (figure 20C et 20D). Ceci confirme que la disparition des pDC lors de
I’inflammation aigiie provoquée par I’Ac aCD3 n’est pas induite par la perte de marqueurs de surface.
Toujours concernant 1’expression de marqueurs par les pDC, une autre hypothese a été que si les pDC
expriment le marqueur CD3, elles pouraient étre directement la cible de I’Ac aCD3. Nos données
confirment que les pDC n’expriment pas le CD3 a leur surface, et donc que 1’Ac aCD3 ne peut pas avoir

un effet direct sur ces cellules (figure 20B).
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Figure 20 : Les pDC ne sont plus détectables par FACS, 4 jours aprés ’administration de I’Ac
oaCD3. L’Ac aCD3 (aCD3; clone 145-2C11) ou un Ac isotypique (iso; clone HTK 888) ont été
administrés par voie i.p. a raison de 50 pg/souris chez des souris naives (A et B) ou transgéniques
CX3CRI1/GFP (C) et BDCA2/DTR (D). Les pDC de la rate ont été extraites 4 jours apres 1’injection, puis
marquées et fenétrées (en rouge) dans la fraction lymphocytaire comme les cellules CD19 NK™
SiglecH mPDCACD11¢™B220" (A). L’expression de CD3 a été évaluée (B), ainsi que la perte des
marqueurs transgéniques CX3CR1 (C) et BDCA2 (D) sur les pDC. Dot plots représentatifs de 3
souris/groupe. Résultats issus de 3 expériences indépendantes.
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Etant donné que la voie d’injection va modifier la diffusion de I’Ac aCD3, nous avons testé si une
injection i.v pouvait affecter la perte des pDC et également évalué la dose d’Ac nécessaire a cette
déperdition. Pour cela des souris ont été injectées avec 50 ug/souris d’Ac aCD3 en i.p. ou en i.v. ainsi
qu’en i.v. avec des doses standards et plus faibles d’Ac (20 et 5 pg/souris). Les résultats montrent qu’a
dose équivalente, I’Ac aCD3 induit une déplétion des pDC similaire dans les trois organes lymphoides
investigués, la MO, la rate et les ganglions périphériques (GG), indépendamment de la voie d’injection. En
revanche, plus la dose d’Ac aCD3 diminue moins la perte des pDC est importante aussi bien en
pourcentage qu’en nombre de cellules (figure 21A et 21B). Il semble donc que la perte des pDC dans les

organes lymphoides est dépendante de la dose injectée mais pas de sa voie d’administration.
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Figure 21 : La déplétion des pDC apres injection de ’Ac aCD3 est dépendante de la dose injectée
mais pas de sa voie d’injection. Un Ac isotypique (0) ou I’Ac aCD3 ont été¢ administrés a des doses de 5
(m), 20 (m) ou 50 pg (m) en i.v ou 50 pgen i.p (@) a des souris C57BI/6. Les pDC de la MO, de la rate et
des GG ont été extraites, marquées et analysées en cytométrie de flux 4 jours apres 1’injection de 1I’Ac
aCD3. Dots plots issus d’une seule expérience montrant les pourcentages de pDC (A), et sous forme de
graphique montrant le nombre de pDC par souris et par organe (B). n= 3 souris/groupe ; — moyenne ; *=
p<0,05 ; **=p<0,01 ; ***=p<0,001 (test ANOVA).
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Au cours du projet, I’orage cytokinique a été 1’hypothése principale pour expliquer la déplétion des
pDC aprés injection de I’Ac aCD3. En effet, nous avons pu voir que I’injection d’un Ac bloquant anti-TNF
permettait de limiter en partie la perte des pDC engendrée par I’Ac aCD3 (figure 18). Ne possédant pas de
souris déficientes pour les récepteurs au TNF a ce moment de 1’étude, nous avons voulu mettre en place un
modele in vitro de déplétion des pDC par I’Ac aCD3, qui aurait aussi facilité nos recherches. Pour cela
différents protocoles ont été testés. Tout d’abord, des splénocytes seuls ou supplémentés avec des pDC
triées de la MO, afin d’augmenter le taux de pDC, ont été mis en culture avec ou sans I’Ac aCD3 (clone
145-2C11) sous forme soluble ou « coatée », mais aucune perte de pDC n’a été observée dans les 24
premicres heures de culture (figure 22A et 22B). Nous avons donc essayé d’augmenter le nombre de LT
pour induire un orage cytokinique plus important mais sans résultats (figure 22C et 22D). Enfin ’objectif
étant d’évaluer a terme 1’implication des différents facteurs solubles sécrétés in vivo aprés I’injection de
I’Ac aCD3, le plasma de souris traitées avec I’Ac aCD3 a été ajouté a des cultures de splénocytes seuls ou
supplémentés en pDC triées de la MO. Les plasmas utilisés ont été prélevés aprés ’injection de 1’Ac
aCD3, a 1h30 en particulier, correspondant au pic de ’orage cytokinique post-anti-CD3 (Alegre et al.,
1990; Ferran et al., 1990). Les résultats montrent que 1’ajout de plasma, quelque soit son origine (souris
injectées ou non) provoque une perte des pDC (figure 22E). Au final, nous n’avons pas réussi a mettre au
point une méthode de culture cellulaire permettant d’adresser I’influence des cytokines sécrétées suite a

I’injection de I’Ac aCD3 sur la survie des pDC.
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Figure 22 : Mise en place d’un modéle in vitro pour évaluer la survie de pDC en présence de I’Ac
aCD3. Des splénocytes ont été cultivés seuls ou enrichis en pDC pendant 24 h en présence d’Ac aCD3 (e)
ou du contréle isotypique (©) solubles (5 pg/mL) (A) ou coatés (50 pg/mL) (B) et le pourcentage de pDC a
été¢ déterminé a I’issue de la culture par FACS. Résultats issus d’une expérience représentative parmi 4
montrant les moyennes de triplicats et la moyenne de groupe (—) ; *= p<0,05; **= p<0,01 (test t de
student). Le taux de pDC a aussi été évalué a 24 h dans des cocultures de LT CD3"/pDC aux ratios 5:1 et
1:1 en présence d’Ac aCD3 (e ; 5 pug/mL) solubles ou du contrdle isotypique (o ; 5 ug/mL) (C), ou en
présence de 10 ou 100 pg/mL d’Ac aCD3 coaté (e) (D). Résultats issus d’une expérience unique (D) ou
représentative parmi 3 (C) montrant les moyennes de triplicats et la moyenne de groupe (-). (E) Le taux de
pDC a également été évalué par FACS dans des cultures de 24 h de splénocytes enrichis en pDC triées et
en présence de plasma (5 pL) issus de souris ayant recu I’Ac aCD3 (50 pg/souris) ou 'isotype (o0 ; 50
ug/souris) 90 min (@) ou 8 h (m) auparavant. Controle = milieu de culture (o). Résultats issus d’une
expérience représentative parmi deux. Chaque condition a été réalisée en triplicat ; —— moyenne ; ***=
p<0,001 (test t de student).
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Pour adresser le réle du TNF, et notamment si cette cytokine pouvait causer la mort des pDC par
une action directe via le TNFR1 exprimé a leur surface, le TNFR1 étant associé au domaine de mort
TRADD (Brenner et al., 2015), nous sommes retournés chez 1’animal et nous avons généré des souris
chimériques. Apreés reconstitution du compartiment hématopoiétique mixte, ces souris présentaient a la fois
des pDC WT (CD45.1), et des pDC TNFR17~ (CD45.2). Chez ces souris chiméres, I’injection de I’Ac
aCD3 a induit la déplétion de toutes les pDC quelque soit leur origine, montrant qu’aucune action directe

du TNF n’intervient directement sur les pDC par I’intermédiaire du TNFR1 (figure 23).
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Figure 23: La déplétion des pDC par I’Ac aCD3 n’implique pas la voie du TNF. Des souris
chimériques WT/TNFR17 ont regu soit I’Ac aCD3 (symboles noirs) soit le contrdle isotypique (symboles
ouverts) i.p. (50 pg/souris), et les pDC de la MO, la rate et des GG ont été extraites, marquées et analysées
par FACS 4 jours plus tard. Résultats donnés en nombre de pDC par souris et par organe et en fonction de
I’origine des pDC (ce, pDC totales ; om, pDC TNFR17"; ¢4, pDC WT). Pool de deux expériences
indépendantes ; n= 10 souris/groupe ; — moyenne ; ***=p<0,001 (test t de student).
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Si le TNF n’a pas été directement impliqué dans la perte des pDC engendrée par I’Ac aCD3, il est
important dans le développement de I’inflammation et de 1’orage cytokinique (Ferran et al., 1994; Ferran et
al., 1991b; Ferran et al., 1991¢). En ’absence d’un mod¢le in vitro fonctionnel, nous avons utilisé¢ le fait
que ’Ac aCD3 mitogénique ne provoque pas la méme sécrétion de cytokines en fonction des souches
traitées, pour voir si un facteur en particulier pouvait expliquer la perte des pDC (Ferran et al., 1991a).
Ainsi, sachant que les souris Balb/c sécretent de fortes quantités d’IFN-y et d’IL-3 par rapport aux souris
C3H suite a I’injection de 1I’Ac aCD3, une différence dans la diminution des pDC pourrait suggérer
I’implication d’une de ces deux cytokines. Cependant, nous avons observé une déplétion similaire des pDC
post-aCD?3 chez les souris Balb/c et C3H, ainsi que chez les souris de fond C57Bl/6, FvB et DBA1 (figure
24A et 24B).
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Figure 24 : L’Ac aCD3 induit la déplétion des pDC indépendamment de la souche de souris. Des
souris C57Bl/6, Balb/c, C3H, FvB et DBAI ont regu en 50 pg d’Ac aCD3 (e) ou isotype (0) i.p. et les
pDC de la rate ont été extraites et analysées par FACS 4 jours plus tard. Résultats issus d’une seule
expérience sous forme de dots plots représentatifs montrant les pourcentages de pDC (A) et sous forme
d’histogrammes cumulés montrant le nombre de pDC par animal (B). 3 souris/groupe ; —— moyenne ; *=
p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 (test t de student).
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Toujours dans le but d’identifier un facteur soluble qui pourrait expliquer la perte des pDC suite a
I’injection de I’Ac aCD3, nous avons tenté d’éliminer une des sources de cytokines produites lors de ce
traitement, les phagocytes. En effet, si la plupart des cytokines sécrétées apres 1’injection de I’Ac aCD3
sont produites par les LT comme le TNF, I’IL-2, I’'IL-3 et ’[FN-y (Ferran et al., 1990), les phagocytes sont
capables de sécréter de I’IL-1B et de I'lL-6 (Goumy et al., 1996), ainsi que du TGF-B (Perruche et al.,
2008), limitant par ailleurs la sécrétion de cytokines inflammatoires par ces mémes phagocytes (Perruche
et al., 2009b). Afin d’¢liminer les phagocytes, des souris ont été injectées avec des liposomes chargés en
clodronate 48 h avant I’injection d’Ac aCD3 (Kleinclauss et al., 2006; Perruche et al., 2008). Malgré
I’absence de phagocytes, la perte des pDC est aussi forte que chez des souris ayant regu les liposomes
contrdles (figure 25). Ainsi les phagocytes tels que les macrophages et les cellules dendritiques immatures
ne semblent pas impliqués dans 1’effet favorisant la déplétion des pDC. D’ailleurs, des résultats
supplémentaires vont dans ce sens car I’injection de LPS (activant les phagocytes par la voie du TLR4)

n’induit pas de perte des pDC (résultats non figurés).
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Figure 25 : Les macrophages ne sont pas impliqués dans la survie des pDC post-Ac aCD3. Des souris
ont recu une injection de liposomes chargés en clodronate (m,0) ou en PBS (®,0) en i.v. (200 pL/souris) 48
h avant I’injection i.p. de 50 pg d’Ac aCD3 (e,m) ou d’Ac isotypique (o,0). Les pDC de la MO, la rate et
des GG ont été extraites, marquées et analysées par FACS 4 jours apres et dénombrées. Résultats issus
d’une seule expérience avec 3 souris/groupe ; — moyenne ; *= p<0,05, **= p<0,01, ***= p<0,001 (test t
de student) ; ns= non significatif.

Apres les cytokines inflammatoires, nous avons évalué si le taux de glucocorticoides pouvait
expliquer la diminution des pDC apres le traitement par I’Ac aCD3. Différentes études ont montré que les
molécules de cette famille, la corticostérone chez la souris notamment (équivalent du cortisol chez
I’Homme), étaient capables d’induire la mort par apoptose des pDC (Lepelletier et al., 2010; Soulier et al.,
2013). Dans notre modele nous avons détecté une élévation des glucocorticoides 4 jours post injection (par
ELISA), mais aussi bien avec I’Ac aCD3 mitogénique qu’avec I’Ac aCD3 F(ab’), qui n’induit pas la
déplétion des pDC (Figure 16G), excluant I’implication des glucocorticoides.
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Nos résultats montrent que 1’activation des LT est primordiale dans la perte des pDC (figure 16).
L’Ac aCD3 F(ab’), ne permet pas une activation des LT suffisante, tout comme 1’injection de LPS. De
plus d’autres situations inflammatoires comme la GVHD ou I’injection de SEA, d’autres Ac ciblant les LT
ont été testés. Tout d’abord, le clone OKT3 a été utilisé chez des souris transgéniques hCD3 exprimant a la
fois le CD3 humain et murin. Dans cette expérience I’OKT3 provoque une perte des pDC uniquement dans
la MO, contrairement au 145-2C11 qui induit une forte diminution des pDC dans les trois organes
lymphoides, MO, rate et GG (figure 26A). L’augmentation du marqueur d’activation précoce CD69 sur les
LT montre que I’OKT3 comme le 145-2C11 a bien activé ces cellules (figure 26B). Cependant le taux plus
faible de TNF sécrété suite a 1’injection de I’OKT3 en comparaison du 145-2C11 montre que cette
activation est bien plus faible (figure 26C), pouvant expliquer la moindre déplétion des pDC dans les
organes lymphoides périphériques. Cette plus faible activation des LT peut s’expliquer par 1’origine
murine de ’OKT3, qui va induire un effet mitogénique plus limité suite a la liaison Fc¢/Fcy-R, par rapport

au clone 145-2C11 qui est d’origine hamster, donc plus immunogéne.
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Figure 26 : L’injection d’Ac OKT3 chez des souris transgéniques hCD3 perturbe la survie des pDC.
Des souris transgéniques hCD3 (exprimant le CD3 humain dans les LT) ont regu i.p. 50 pg d’Ac aCD3
145-2C11 (e) ou OKT3 (@) ou I’isotype (o ; clone eBM2a). Le nombre de pDC (A) et I’expression de
CD69 sur les LT CD4" et CD8" (B) ont été déterminés par FACS, 4 jours aprés, dans la MO, la rate et les
GG. Le TNF a été quantifi¢ dans les sérums de ces souris 90 min apres I’injection (C). Résultats issus
d’une expérience représentative parmi quatre. n= 3 souris/groupe ; —— moyenne ; *= p<0,05 ; **= p<0,01
(test ANOVA).
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Ensuite nous avons utilisé le clone 17A2 produit chez le rat et ciblant la sous-unité 6 du CD3 (145-
2C11 cible la sous-unité €), puis un Ac ciblant la sous-unité § du TCR (clone H57-597 ; origine hamster).
Ces deux Ac ont été injectés en plus grande quantité (150 pg/souris) que le ’Ac aCD3 145-2C11 afin
d’induire une activation et une déplétion des LT in vivo comparable a celle observée avec 50 pg/souris du
clone 145-2C11. Nos résultats montrent une perte des pDC similaire entre tous les types d’Ac injectés
(figure 27A). De facon surprenante, le clone H57-597 ne parvient pas a faire diminuer le nombre de pDC
dans la rate (figure 27A) malgré une expression de CD69 sur les LT équivalente avec ces trois Ac (résultat
non figuré). La sécrétion de TNF est cependant diminuée de moiti¢ avec 17A2 et H57-597 par rapport a
145-2C11 (figure 27B). Malgré des voies d’activation différentes des LT, une perte similaire des pDC est

observée, validant I’hypothése qu'une forte inflammation impliquant les LT favorise la diminution des

pDC.
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Figure 27 : La survie des pDC est aussi altérée par d’autres Ac induisant ’activation des LT. Des
souris C57BIl/6 ont regu I’Ac aCD3 145-2C11 (e ; 50 pg/souris), I’Ac aCD3 17A2 (@ ; 150 pg/souris),
I’Ac aTCR H57-597 (@ ; 150 pg/souris) ou les controles isotypes (o ; 50 pg/souris du clone HTK888 et
150 pg/souris du clone RTK4530) i.v. Quatre jours aprés, les pDC de la MO, la rate et des GG ont été
extraites, marquées et analysées par FACS puis dénombrées (A) et le taux de TNF sérique déterminé 90
min apres injection (B). Résultats issus d’une seule expérience avec 3 souris/groupe ; — moyenne ; *=
p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 (test ANOVA).
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Plusieurs études ont montré que dans un contexte inflammatoire la survie des ¢cDC peut étre
régulée par I’intermédiaire du récepteur de mort Fas (Chen et al., 2012b; Stranges et al., 2007). 11 est alors
possible d’imaginer que 1I’Ac aCD3, suite a l’activation des LT, induise 1’apoptose des pDC par
I’intermédiaire des ligands de récepteurs de mort tels que FasL et TRAIL. Cependant, 2 h aprés ’injection
de ’Ac aCD3 145-2C11, aucune augmentation des récepteurs de mort Fas ou DRS (récepteur de TRAIL)
n’a été observée a la surface des pDC, et ce, dans aucun organe lymphoide (figure 28). De plus, aucune
augmentation de FasL et de TRAIL a la surface des LT n’a non plus été relevée (résultats non figurés). Il
semble donc que ces voies d’induction de la mort cellulaire ne soient pas responsables de la régulation de

la survie des pDC dans ce contexte d’inflammation aigiie.
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Figure 28 : L’injection d’Ac aCD3 ne favorise pas I’expression des récepteurs de mort Fas et DRS
sur les pDC. L’Ac aCD3 (em¢ ; 50 pg/souris) ou I’ Ac isotypique (0o¢ ; 50 pg/souris) ont été injectés i.p.
a des souris, et I’expression des récepteurs de mort Fas (graphique de gauche) et DRS (graphique de droite)
a été évaluée sur les pDC de la MO (o,e), de la rate (o.m) et des GG (0,4) ex vivo, 2 h apres injection.
Résultats issus d’une expérience représentative parmi deux. n= 3 souris/groupe ; — moyenne.

La suite de nos travaux a montré 1’intervention des CTL et de la voie de la perforine comme
responsables de la survie des pDC dans un contexte d’inflammation non virale (figure 19). Malgré
I’inflammation induite par ’injection d’Ac aCD3, ce modéle permet également 1’¢tude de la réponse
tolérogéne (Perruche et al., 2008). En effet apres la premicre phase d’inflammation se met en place une
phase résolutive, notamment associée a la phagocytose des LT apoptotiques par les phagocytes et la
génération d’un microenvironement pro-tolérogéne. Nous avons montré au laboratoire que les pDC
participaient a I’induction de tolérance par les cellules apoptotiques. Nous nous sommes donc intéressés au
profil des pDC émergeant apres injection de I’Ac aCD3 dans cet environnement pro-tolérogene. Tout
d’abord, fonctionnellement, nous avons remarqué que les pDC issues de souris traitées par I’Ac aCD3 10
jours auparavant ont une capacité moindre a maturer en réponse a une stimulation TLR. En effet suite a
une stimulation par CpG, les pDC issues des animaux « aCD3 » expriment moins le CD80 et le CMH-II,
qu’elles proviennent de la MO ou de la rate (figure 29A). En revanche, ces pDC vont augmenter de
maniére plus importante 1’expression du CD40, notamment dans la rate, un marqueur plutot impliqué dans
I’induction de réponses Th2 sur les pDC (Ito et al., 2004), ainsi que le CD86. De facon intéressante, les
pDC émergentes post-Ac aCD3, sécrétent aussi moins d’IFN-o en réponse au CpG, cet effet étant plus

marqué quand elles proviennent de la MO (figure 29B). Il semble donc que les pDC au moment de leur
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reconstitution sont dans un état de quiescence, ou leur capacité a activer des réponses immunitaires est
réduite. Cet état pourrait donc soit les favoriser a polariser des LT naifs vers un profil régulateur et
participer ainsi a I’induction de tolérance par I’Ac aCD3, soit les rendre « inertes ». Nous avons donc co-
cultivé ces pDC avec des LT naifs, et observé qu’elles orientaient la polarisation T vers un profil Thl, de la
méme manicre que des pDC « naives » (figure 29C). D’autres expériences seraient nécessaires pour étudier

plus profondément le profil des pDC dans ce contexte post-inflammatoire/tolérogeéne, et leur capacité a

réguler les réponses immunitaires.
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Figure 29 : Les pDC émergentes aprés injection d’Ac aCD3 démontrent un profil quiescent. Les pDC
ont été analysées dans la rate et la MO de souris ayant recu I’Ac aCD3 (barres noires) ou I’isotype (barres
blanches), 10 jours aprés I’injection pour I’expression des marqueurs CD80, CD86, CD40 et IA/IE (CMH-
II) aprés restimulation ou non par CpG (ODN 2216 ; 12 ng/mL) (A). Résultats montrant les rapports
d’expression des marqueurs des cellules traitées sur les cellules non traitées. La production cellulaire
d’IFN-a a été évaluée par FACS en présence de CpG (B). Résultats issus d’une seule expérience avec 4
souris/groupe ; moyenne+SEM ; *= p<(,05; **= p<0,01 ; ***= p<0,001 (test t de student). Les pDC
extraites ont également été co-cultivées avec des LT naifs CD4 CD25 et la polarisation Th1, Th17 et Treg
a été évaluée par FACS aprés 4 jours de culture. Résultats issus d’une seule expérience avec 3
souris/groupe ; moyenne de triplicat + SEM.
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Discussion
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Les pDC sont des cellules spécialisées dans la lutte antivirale de par leur capacité a reconnaitre les
antigénes viraux par I’intermédiaire de leur TLR7 et TLR9. Cette activation des voies de I’immunité innée
va induire une forte sécrétion des IFN-I (Asselin-Paturel et al., 2001; Cella et al., 1999), une famille de
cytokines largement impliquée dans le développement de 1’inflammation. Les IFN-I vont tout d’abord
permettre la transcription de protéines avec une activité antivirale directe permettant la résolution
d’infections (Samuel, 2001). Ces cytokines vont également avoir un effet sur d’autres types cellulaires afin
de favoriser les mécanismes effecteurs contre les infections virales. Ainsi les IFN-I vont augmenter
I’expression du CMH-I par les cellules infectées, ou encore activer les NK favorisant les réponses
cytotoxiques. Dans ce contexte d’infection virale il a été démontré que ’activité des pDC était régulée,
notamment par le controle de leur survie passant par les IFN-I et leur récepteur conduisant a 1’apoptose des
pDC (Swiecki et al., 2011). Ce mécanisme de rétro-contrdle négatif des pDC permettrait d’éviter qu’elles
n’activent trop fortement ou de fagon prolongée, ce qui pourrait déboucher sur des désordres immunitaires
pouvant aller jusqu’a la survenue de syndromes auto-immuns. Car si les pDC sont spécialisées dans la lutte
antivirale, elles sont aussi capables d’activer les voies de I’immunité adaptative et peuvent étre a 1’origine
de maladies auto-immunes. Il a été¢ rapporté que les pDC peuvent en effet intervenir dans la
physiopathologie du SLE (Rowland ef al., 2014), du psoriasis (Albanesi ef al., 2010), de la SEP (Isaksson
et al., 2009) ou encore du diabéte de type I (Li and McDevitt, 2011). Les pDC participent au
déclenchement de ces pathologies en raison de leur activation aberrante par des ADN du soi, qui en
condition physiologique n’ont pas acces au compartiment endosomal ou se trouvent les TLR7 et TLR9.
Dans ce contexte, les pDC vont favoriser des réponses adaptatives inflammatoires de type Thl et Th17, ou
encore la conversion de LB en plasmocytes sécréteurs d’auto-Ac. Les cytokines principales responsables
de cette polarisation au profil inflammatoire sont les IFN-I, qui vont étre a I’origine de 1’augmentation des
LT effecteurs auto-réactifs. Alors que dans le contexte de I’infection virale les pDC vont €tre réduites pour
éviter une sur-inflammation, il apparait que lors du développement de pathologies auto-immunes, les IFN-I
ne sont pas en mesure de contrdler leur survie. Il doit donc exister en condition physiologique d’autres
mécanismes de régulation des fonctions effectrices des pDC afin d’éviter le développement de syndromes
inflammatoires chroniques. Le premier mécanisme permettant d’éviter cette activation anormale des pDC
est la compartimentation des TLR au niveau endosomal, empéchant la reconnaissance d’ADN du soi. Il a
été montré que certaines molécules comme HMGBI1 (Tian ef al., 2007) et LL-37 (Diana et al., 2013; Lande
et al., 2011) sont capables de faire entrer ces ADN du soi dans le milieu intracellulaire, induisant ainsi
I’activation des pDC dans les pathologies auto-immunes. Cependant le mécanisme permettant d’expliquer
comment chez les personnes atteintes de syndromes auto-immuns plus que chez d’autres personnes, I’ADN
du soi va étre capable d’activer de maniere incontrolée les pDC, reste peu clair. Nous avons donc émis
I’hypothése qu’un autre mécanisme permettrait le controle des pDC, dans le cas ou elles seraient
anormalement activées dans un contexte inflammatoire non viral. L’objectif de mes travaux de thése a
donc été de mettre en place un modele experimental permettant 1’induction d’un état inflammatoire aigu et

non viral, afin d’étudier d’éventuels mécanismes de régulation des pDC. Pour cela nous avons choisi

102



d’utiliser les propriétés de I’Ac aCD3 mitogénique (clone 145-2C11) qui permet de provoquer une forte
activation des LT, marquée par la sécrétion d’un grand nombre de cytokines inflammatoires. Dans ce
modele, 4 jours aprés injection de I’Ac aCD3, nous avons constaté la disparition des pDC dans les organes
lymphoides. Il est rapidement apparu que les pDC dans ces organes entraient en apoptose quelques heures
seulement aprés 1’injection de I’Ac aCD3. Dans ce contexte inflammatoire, les pDC subissent donc une

régulation négative par le contrdle de leur survie.

1. L’activation des LT induit la perte des pDC

Afin d’identifier le mécanisme a 1’origine de la perte des pDC, nous nous sommes intéressés a
I’effet produit par I’injection de 1’Ac aCD3 145-2C11. Les cibles de cet Ac mitogénique sont les LT qui
vont alors s’activer trés fortement sous 1’effet de la liaison de la partie spécifique a I’antigéne CD3, et de la
partie Fc aux Fcy-R d’autres types cellulaires. Cette activation est effectivement dépendante de la partie Fc
de I’Ac aCD3, car en son absence (Ac aCD3 F(ab’), par exemple), I’activation des LT n’intervient pas ou
est plus faible, et I’orage cytokinique n’est donc pas observé (Alegre et al., 1995; Hirsch et al., 1988).
Dans nos expériences, 1’utilisation de I’Ac aCD3 F(ab’), nous a également permis de voir que les LT ne
sont pas activés, et que les pDC n’étaient pas déplétées (figure 16). Ceci suggérait que la mort des LT
induite par I’Ac aCD3 pouvait expliquer la déplétion des pDC, notamment a cause du défaut de production
de facteurs nécessaires a la survie des pDC, comme I’IL-3 produite en grande majorité par les LT (Grouard
et al., 1997). Néanmoins I’Ac aCD3 F(ab’), non déplétant pour les pDC, peut induire 1’anergie des LT
conduisant a leur mort sans les activer, montrant que cette perte des LT n’est pas préjudiciable pour la
survie des pDC. Nous avons confirmé I’importance de cette liaison Fc/Fcy-R dans 1’activation LT en
injectant I’ Ac aCD3 145-2C11 complet chez des souris Fcy-R™, dans lesquelles ’expression du marqueur
d’activation CD69 a la surface des LT n’est pas augmentée en comparaison de souris WT. De plus, comme
avec I’Ac aCD3 F(ab’),, les pDC ne sont pas diminuées apres traitement par I’Ac aCD3 chez ces souris. 11
est intéressant de noter que le seul Fcy-R inhibiteur exprimé par les pDC murines est le Fcy-RIIB, dont le
domaine ITIM permettant la transduction du signal intracellulaire est inhibiteur (Guilliams et al., 2014).
Par ailleurs, le signal produit par I’engagement du Fcy-RIIB peut conduire au déclenchement de I’apoptose
chez les LB en particulier (Nimmerjahn and Ravetch, 2008). Il est alors possible qu’avec I’Ac
aCD3 I’engagement direct de la partie Fc de 1’Ac avec le Fcy-RIIB sur les pDC induise leur mort par
apoptose. Cependant |’utilisation de souris chimériques, possédant a la fois des cellules WT et des cellules
Fcy-R™", a montré que la liaison directe entre la partie Fc de 1’Ac aCD3 et les Fcy-R des pDC ne
provoquait pas la perte des pDC. L’ensemble de ces résultats a finalement clairement montré que seule

I’activation des LT était responsable de la déplétion des pDC dans le modéle de I’Ac aCD3 (figure 30).

Dans le but de montrer que cette déplétion des pDC n’était pas uniquement due a 1’utilisation
spécifique du clone 145-2C11, nous avons tenté de reproduire cet effet en activant directement les LT par

d’autres Ac. Ainsi en utilisant des Ac ciblant la sous-unité¢ 6 de I’antigéne CD3 (clone 17A2), ou encore
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par la chaine § du TCR (clone H57-597), nous avons pu activer les LT, comme en atteste la quantité de

TNF détectée dans le plasma des souris (figure 27).

Ac aCD3 activation

A .
complet cellulaire apoptose
Fcy-R i Z
CD3

anergie

6= a)v

anergie

6= @} v

Figure 30 : L’activation des LT par I’Ac aCD3 induit ’apoptose des pDC. (A) La forme compléte de
I’Ac aCD3 145-2C11 induit I’activation des LT par la liaison de sa partie spécifique a 1’antigéne CD3, et
de sa partie Fc au Fcy-R d’autres cellules comme les monocytes, le tout induisant 1’apoptose des pDC.
L’inhibition de la liaison Fc/Fcy-R par I’absence de la partie Fc de I’Ac aCD3 (B), ou I’absence de Fcy-R
(C) va induire un état anergique des LT limitant I’apoptose des pDC.

Nous avons également injecté le clone OKT3 de I’Ac aCD3 chez des souris transgéniques hCD3
exprimant a la fois le CD3 humain et le CD3 murin (figure 26). Chez ces souris transgéniques, I’OKT3 va
activer les LT comme en atteste I’augmentation de I’expression du CD69 a la surface des LT dans la rate.
Cependant, la capacité de tous ces Ac ciblant les LT a les activer semble moins forte qu’avec une injection
d’Ac aCD3 145-2C11, étant donné la plus faible quantité de TNF retrouvée dans le plasma des souris. Ceci
pourrait expliquer que méme si les pDC sont diminuées dans la plupart des organes lymphoides, cette perte
n’est pas observée systématiquement. Ainsi I’OKT3 n’induit la perte des pDC que dans la MO des souris
hCD3, et le clone H57-597 n’est pas capable de diminuer les pDC dans la rate alors que le clone 17A2
provoque leur déplétion dans la MO, Ia rate et les GG. Dans le cas de I’OKT3, cette activation plus faible
des LT peut s’expliquer par le fait que cet Ac aCD3 est d’origine murine, limitant slirement sa capacité a
produire un signal activateur aussi robuste par la liaison Fc/Fcy-R par le 145-2C11 d’origine hamster. Pour
I’Ac H57-597 ciblant le TCR, la plus faible activation des LT par rapport a I’Ac aCD3 145-2C11 peut
s’expliquer par I’absence de motif intracytoplasmique de type ITAM sur le TCR permettant la transduction
d’un signal cellulaire, au contraire de la sous-unité € du CD3. Cependant, alors que les clones OKT3, 17A2

ou H57-597 vont induire une déplétion plus ou moins étendue des pDC, nous n’avons pas été capables de
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voir si les LT étaient plus ou moins activés par ces différents Ac. En effet, le taux de TNF plasmatique était
similaire aprés 1’injection de ces trois Ac, et I’expression de CD69 en surface était augmentée seulement
avec ’OKT3. Le CD69 étant un marqueur d’activation précoce des LT, son augmentation n’est pas
constamment observée au moment du sacrifice des souris, 4 jours apres le traitement par les Ac. Afin de
confirmer une différence dans la force de 1’activation des LT entre ces différents traitements, il aurait été
judicieux de regarder le taux du CD69 sur les LT dans le sang peu apres I’injection des Ac. Néanmoins il
semble bien que plus I’activation des LT est forte, plus la déplétion des pDC est étendue. Les données
concernant la cinétique de déplétion des pDC montrent que dans les premiéres heures suivant le traitement
par I’Ac aCD3 145-2C11, le nombre de pDC va étre réduit dans la rate et les GG avant que celles-ci ne
diminuent dans la MO (figure 15F). Ceci montre que plus le nombre de LT activés dans un organe donné
est important (rate et GG), plus la survie des pDC est susceptible d’étre impactée. Notre hypothése est que
dans le contexte de I’Ac aCD3 mitogénique, I’activation précoce des LT dans la rate et les GG va induire
une perte rapide des pDC. Les pDC qui sont produites dans la MO, diminueraient alors plus tardivement
dans cet organe sous 1’effet de la migration des pDC néoproduites vers la rate et les GG afin de reconstituer
la population de pDC dans ces organes. Quand I’activation des LT persiste, ce phénomene se poursuit
jusqu’a épuisement des pDC dans tous les organes lymphoides. En reprenant I’exemple des Ac OKT3,
17A2 et H57-597, cette migration permettrait d’expliquer la différence de perte des pDC entre les organes.
L’Ac aCD3 OKT3 induirait la plus faible activation des LT, il provoquerait donc une déplétion modérée
des pDC dans la rate et les GG qui serait compensée par une migration des pDC de la MO, induisant la
diminution de ces cellules dans cet organe. Le clone H57-597 induirait une activation des LT plus soutenue
que ’OKT3 ce qui provoquerait une déplétion un peu plus profonde des pDC dans la rate et les GG. Dans
ce cas, le réservoir de pDC dans la MO s’épuiserait en comblant la perte des pDC dans la rate au détriment
d’une repopulation des GG. Enfin le clone 17A2, comme le clone 145-2C11 de I’Ac aCD3, induirait une
activation des LT assez forte pour provoquer 1’épuisement total du réservoir de pDC dans tous les organes
lymphoides (hypothése illustrée dans la figure 31). Dans ce contexte, si les pDC sortent effectivement en
masse de la MO pour recoloniser les organes périphériques, il est probable qu’elles n’aient pas toutes le
temps de bien maturer. Dans ce cas, il serait possible de vérifier notre hypothése en regardant si des pDC
immatures n’exprimant pas Ly-49Q par exemple sont présentes dans la rate et les GG (Kamogawa-Schifter

et al., 2005).

Si la raison permettant d’expliquer la différence de déplétion des pDC entre les organes reste une
hypothése, nos données permettent d’affirmer que 1’activation des LT va trés fortement influencer la survie
des pDC. Dans le cadre de I'utilisation de I’Ac aCD3 mitogénique, la principale conséquence est le
déclenchement d’un orage cytokinique de large ampleur, avec la sécrétion de nombreux facteurs solubles
pro-inflammatoires comme le TNF, 'IFN-y, I’IL-2 ou encore I’IL-6 (Alegre et al., 1991; Ferran et al.,
1990).
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Figure 31 : Rapport entre I’intensité d’activation des LT et ’ampleur de la déplétion des pDC. (A)
En condition physiologique les pDC sont présentes en grande quantité dans la MO ou elles sont produites.
On les retrouve matures dans les organes lymphoides secondaires comme la rate et les GG en quantité plus
limitée que dans la MO. (B) Lors d’une activation modérée des LT (injection de I’Ac aCD3 OKT3 chez
des souris transgéniques hCD3), la déplétion des pDC sera limitée a la rate et les GG. Les pDC de ces

organes seront reconstituées grace a la migration des pDC de la MO, induisant une diminution du réservoir

de ces cellules dans la MO uniquement. (C) Lors d’une activation « intermédiaire » des LT (clone H57-597
de I’Ac aCD3), les pDC sont plus profondément touchées dans la rate et les GG. La totalité du réservoir de

pDC de la MO va alors permettre de reconstituer la population périphérique de pDC dans la rate. Cette
reconstitution n’est pas forcément suffisante, notamment dans les ganglions. (D) Lors d’une activation
intense des LT (clones 145-2C11 et 17A2 de I’Ac aCD3), I’apoptose des pDC dans la rate et les GG est
sévere et épuise totalement le réservoir médullaire de pDC ne permettant plus la compensation

périphérique.

2. Role des cytokines inflammatoires dans la régulation de la survie des pDC

Dans le contexte d’un traitement par I’Ac aCD3 un grand nombre de cytokines sécrétées va

participer au développement de I’épisode inflammatoire, et certaines vont potentiellement pouvoir initier

I’apoptose cellulaire. En premier lieu, nous avons donc logiquement cherché la raison de la perte des pDC

dans cette production massive de cytokines inflammatoires. Nous avons ciblé certaines cytokines en
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particulier, soit en raison de leur role central dans le développement de 1’inflammation, soit a cause de leur
capacité a induire directement 1’apoptose. Nos résultats ont permis d’identifier de nombreuses cytokines
sécrétées comme I’IFN-y, le TNF, I’IL-2, I’IL-6, I'IL-17A, I’IL-4 ou encore 1’IL-10, suite a ’injection de
I’Ac aCD3. L’objectif a alors été d’essayer de mettre en place un modéle in vitro de déplétion des pDC
dépendant de I’Ac aCD3, afin de facilement inhiber toutes ces cytokines a 1’aide d’Ac bloquant pour
identifier le, ou les facteurs incriminés dans ce mécanisme. Pour cela nous avons tenté de cultiver des
splénocytes supplémentés avec des pDC triées afin d’augmenter le taux de ces cellules dans la culture. En
effet, les pDC sont des cellules sensibles a la manipulation ex vivo qui meurent rapidement en culture.
Malheureusement, dans ces conditions, aucune perte de pDC n’a jamais pu étre observée (figure 22).
Pourtant, ’activation des LT était effective avec une augmentation de I’antigene CD25 a leur surface
(résultats non figurés). Nous avons alors émis 1I’hypothése que le nombre de LT n’était pas suffisant pour
que I’orage cytokinique soit assez conséquent afin d’induire 1’apoptose des pDC. Nous avons donc tenté de
cultiver des LT triés avec des pDC triées afin de simplifier notre systéme de culture et augmenter le ratio
LT/pDC. Mais que ce soit avec I’Ac aCD3 soluble, ou coaté, permettant un cross-linking de 1’Ac
(plastique-cellule) favorisant I’activation des LT (résultats non figurés), aucune diminution des pDC n’a pu
étre observée. Notre dernicre tentative a été d’ajouter a nos cultures du plasma de souris précédemment
injectées avec I’Ac aCD3 mitogénique et contenant les cytokines inflammatoires précédemment décrites.
Ce protocole n’a pas permis plus que les autres de mettre en évidence un effondrement du taux de pDC, le
plasma s’avérant par lui-méme néfaste pour la survie des pDC. Nous pensons que la raison de nos
difficultés a mettre en place ce modele in vitro est venue de la faible survie des pDC en culture, ce qui
empéche de voir ’effet de notre Ac aCD3 sur leur survie. Méme en culture complémentée en IL-3, nous
n’avons pas pu adresser le role des cytokines inflammatoires sur la survie des pDC. Nous avons donc
décidé d’investiguer le rdle de 1’orage cytokinique in vivo, ces modéles étant plus contraignants mais aussi

plus relevants en terme de physiologie.

La premieére cytokine a laquelle nous nous sommes intéressés était I’I[FN-y, notamment parce qu’il
permet de potentialiser les réponses immunitaires innées en activant les macrophages, entres autres, mais
aussi d’activer directement les CTL, ce qui pourrait directement expliquer I’entrée en apoptose des pDC
(Walsh and Mills, 2013). Le traitement de souris IFN-y” par I’Ac «CD3 induisant une perte des pDC dans
les organes lymphoides, nous avons rapidement éliminé I’implication de I’IFN-y dans notre mécanisme
(figure 18D). La seconde cytokine qui nous a intéressé était le TNF. Ce facteur pro-inflammatoire était
particulierement intéressant étant donné sa capacité a engager les TNFR, et plus particulierement le
TNFR1 associ¢ au domaine de mort TRADD capable de déclencher I’apoptose cellulaire. Les premiéres
expériences ont montré¢ que I’inhibition du TNF a ’aide d’Ac bloquant permettait de limiter en partie la
diminution des pDC dans les organes lymphoides (figure 18A). L’effet bénéfique du blocage du TNF sur la
survie des pDC reste limité, mais ceci pourrait s’expliquer par le fait qu’in vivo cette cytokine est sécrétée

en quantité trés importante, et que la quantité d’Ac bloquant anti-TNF utilisée n’était pas en mesure
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d’inhiber la totalit¢ du TNF produit. Toutefois, le TNF va se lier au TNFR1 et/ou au TNFR2. Nous avons
tout d’abord pu voir que I’injection de I’Ac aCD3 chez des souris TNFR17™ ne permettait pas de supprimer
I’¢élimination des pDC (figure 18D), infirmant par la méme occasion I’hypothése selon laquelle le TNFR1
par son domaine de mort induirait I’apoptose des pDC. Le TNF semblant en partie capable de contrdler la
survie des pDC, comme [’atteste la diminution de la perte des pDC grace a I’Ac anti-TNF, cet effet
passerait par I’engagement du TNFR2. Ce récepteur au TNF est le plus exprimé sur les cellules
hématopoiétiques, et il va permettre de fournir un signal d’activation cellulaire et de prolifération grace a
I’activation des facteurs de transcriptions NF-kB et AP-1 (pour activating protein 1) par I’intermédiaire des
protéines TRAF2, IKK et p38MAPK (Bradley, 2008). Il a ét¢ montré que 1’engagement du TNFR2 sur les
LT va favoriser leur survie et les maintenir un état d’activation en réponse a I’Ac aCD3 (Chatzidakis and
Mamalaki, 2010), favorisant ainsi 1’apoptose des pDC par un autre mécanisme effecteur. Cependant
I’injection de I’Ac aCD3 chez des souris TNFR2 ™™ ne permet pas de maintenir la survie des pDC dans les
organes lymphoides (figure 18D). L’effet bénéfique sur la survie des pDC quand le TNF est inhibé par un
Ac bloquant en amont de I’injection de 1’Ac aCD3 passerait donc par I’action combinée du TNFRI1 et du
TNFR2. En effet ’activation cellulaire passant par NF-kB et de AP-1 peut également étre induite par le
TNFRI1 (Brenner et al., 2015), ce qui permettrait d’expliquer que la survie des pDC n’est pas améliorée si
les souris utilisées sont déficientes pour un seul TNFR. Cette hypothese est illustrée dans la figure 32.
Néanmoins I’ensemble de nos résultats montre que si le TNF peut favoriser la perte des pDC,
probablement en potentialisant 1’activation des LT, son role dans ce mécanisme reste marginal. Tout
d’abord le blocage du TNF n’améliore que trés légerement la survie des pDC dans le contexte du
traitement par I’Ac aCD3 (figure 18A). Ensuite, quand des souris sont traitées avec du TNF recombinant,
le nombre de pDC dans les organes lymphoides reste inchangé (résultats non figurés). Ceci montre que
cette cytokine par elle-méme n’est pas en mesure d’induire une activation des LT suffisante pour impacter
la survie des pDC. Enfin, quand 1’orage cytokinique est bloqué dans sa globalité grace a I’injection de la
ciclosporine A avant le traitement par I’Ac aCD3, le TNF se retrouve en faible quantité¢ sans que cela

n’améliore la survie des pDC (figure 18E et 18F).

Les cytokines pro-inflammatoires majeures comme I’I[FN-y et le TNF n’étant pas directement
impliquées dans le contrdle de la survie des pDC, nous nous sommes servis de la ciclosporine A pour
réduire la sécrétion d’un grand nombre de cytokines inflammatoires en inhibant I’expression de I’'IL-2.
Ainsi nous avons pu constater qu’aucune des cytokines inflammatoires (IL-2, IL-4, IL-6, TNF, IFN-y, IL-
17A) n’était directement responsable de I’apoptose des pDC (figure 18E). Cependant comme nous 1’avons
discuté précédemment, ’activation des LT est nécessaire pour provoquer la perte des pDC. Or la
ciclosporine A est censée inhiber ’activation des LT par le blocage de la synthése de I’IL-2, ce qui en
théorie devrait empécher la perte des pDC. Seulement, chez des souris traitées avec de la ciclosporine A,

I’injection de I’Ac aCD3 va quand méme augmenter 1’expression du marqueur d’activation précoce CD69
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a la surface des LT CD4" et CD8" (résultats non figurés). Il semble donc que le clone 145-2C11 de I’Ac

aCD3 produise un effet mitogénique assez puissant pour activer les LT méme en présence de ciclosporine.

TNF

Ac aCD3

% CD3

membrane
plasmique

apoptose

Figure 32 : Le TNF participerait au maintien de I’activation des LT favorisant ainsi indirectement
P’apoptose des pDC. 1) L’effet mitogénique de I’Ac aCD3 induit la sécrétion de TNF qui va pouvoir se
lier aux TNFRI1 et TNFR2 a la surface des LT. 2) La transduction du signal par TRAF2 va activer les
facteurs de transcription AP-1 et NF-xB débouchant sur une activation cellulaire. 3) Cette activation
cellulaire va alors favoriser indirectement 1’apoptose des pDC.

En parall¢le des cytokines inflammatoires majoritairement sécrétées par les LT, nous avons aussi
vérifié que ’I[FN-a sécrété en majorité par les pDC ne pouvait pas induire leur apoptose. Il a été montré
que dans un contexte d’infection virale I’'lFN-a provoquait la mort des pDC par apoptose, afin de limiter
leur capacité a activer le systeme immunitaire (Swiecki et al., 2011). Chez des souris traitées par 1I’Ac
aCD3, il est possible d’imaginer que la forte inflammation conduise a la sécrétion d’IFN-a qui serait
néfaste pour la survie des pDC. Cependant I’injection de I’ Ac aCD3 chez des souris IFNAR ™™ a permis de
montrer que cette cytokine n’était pas impliquée dans le mécanisme de régulation des pDC que nous
tentons de résoudre (figure S2). Au final dans ce contexte inflammatoire non viral le nombre de pDC est
régulé, mais pas par un facteur soluble. Nous avons donc recherché quel autre mécanisme effecteur pouvait
permettre d’activer I’apoptose dans les pDC. Pour cela nous nous sommes appuyés sur différentes études
qui ont montré que la régulation de la survie des cDC ¢était nécessaire pour éviter I’apparition de syndromes

inflammatoires incontrolés (Chen et al., 2006; Stranges et al., 2007).
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3. L’activation des LT induit ’apoptose des pDC par la voie de la perforine

Dans le cadre d’une inflammation aigiie induite par I’Ac aCD3, nous avons montré que la
présence des LT était nécessaire pour contrdler le nombre de pDC, notamment en utilisant des souris Rag-
yc¢'™ chez qui la perte des pDC n’est pas observée (figure 16). De plus, comme discuté précédemment,
I’activation des LT est primordiale pour que ce mécanisme puisse intervenir. Puisque nous avons éliminé
la participation directe de I’orage cytokinique pour expliquer I’entrée en apoptose des pDC, ce phénomeéne
passe donc par d’autres effecteurs. En reprenant les études portant sur le contréle des fonctions activatrices
des ¢DC, il apparait que les mécanismes de cytotoxicité directe, portés par les CTL et passant par la voie
perforine/granzyme, permettent d’induire 1’apoptose de ces cellules pour en limiter leur action (Chen et al.,
2012b; Terrell and Jordan, 2013). Nous avons donc évalué¢ I’implication de ces mécanismes dans la
déplétion des pDC observée dans notre modé¢le d’inflammation non viral. Tout d’abord, il est apparu que
quelques heures apres ’injection de 1’Ac aCD3, au moment ou les pDC entrent en apoptose (figure 15E et
15F), I’expression du marqueur de dégranulation CD107a, ainsi que de granzyme B, sont augmentés sur
les LT CDS" (figure 19B et 19C). Etant donné que ces cellules sont capables de s’activer en CTL, nous
avons comparé si ces cellules plus que les LT CD4" activés pouvaient induire une perte des pDC.
L’injection de I’Ac aCD3 chez des souris Rag-yc ™’ reconstituées avec des LT CD4" ou CD8" a montré que
ces derniers étaient bien plus efficaces pour diminuer le nombre des pDC, dans la rate en particulier (figure
19A). Ce résultat couplé au fait que les LT CD8" produisent une plus grande quantité de granzyme B aprés
injection de I’Ac aCD3, conforte I’hypothése que les CTL seraient les principaux effecteurs responsables
du contréle de la survie des pDC en condition inflammatoire. Cependant, le granzyme B seul n’est pas
suffisant pour induire I’apoptose cellulaire. Il a besoin de la perforine, également produite par les cellules
cytotoxiques, pour entrer dans la cellule cible et activer les voies de 1’apoptose. Des souris perf’ ont donc
été traitées avec I’Ac aCD3 avec pour résultat I’absence de déplétion des pDC, établissant ainsi que le
mécanisme effecteur permettant la régulation du nombre de pDC passe bien par de la cytotoxicité directe
(figures 19E et 19F). L’ensemble de nos données semble donc montrer que les cellules porteuses de cette
activité cytotoxique sont les CTL. Cependant, il est possible que d’autres cellules puissent aussi participer
a ce phénomeéne. En effet, la diminution des pDC observée chez les souris Rag-yc™ reconstituées avec des
LT CDS8" aprés injection de I’Ac aCD3, est plus faible en comparaison de souris WT, dans la MO plus
particuliérement. Chez ces souris Rag-yc” immunodéficientes, les NK font partie des cellules absentes au
méme titre que les LT. Les NK possédent cette fonction cytotoxique, et la présence de certaines cytokines
va permettre leur recrutement au site inflammatoire comme le TNF (Smyth et al., 1998), ou encore
permettre leur activation comme 1’IL-12 (Bancroft, 1993; Orange et al., 1995). Ceci est appuy€ par le fait
que nous avons observé une augmentation de 1’expression de granzyme B dans les NK apres injection de
I’Ac oCD3 (résultats non figurés). Par ailleurs, I'IL-12 est une cytokine produite par les
monocytes/macrophages et les cDC, et est impliquée dans I’activation des CTL (Iwasaki and Medzhitov,

2015). 1l est alors possible que dans le contexte inflammatoire induit par I’Ac aCD3, I’action couplée de
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I’IL-12 et de 1I’Ac sur I’antigéne CD3 provoque ’activation des fonctions effectrices des CTL mais aussi
des NK, diminuant alors le nombre de pDC (figure 33). Il aurait été intéressant de doser la quantité d’1L-12
produite dans le plasma de souris suite a 1’injection de I’Ac aCD3 pour appuyer cette hypothése. Si les
CTL et les NK sont les principales cellules portant des fonctions cytotoxiques, il a été montré que d’autres
types cellulaires pouvaient fournir le méme type de réponse. Ainsi il a été décrit que dans un contexte
tumoral, les LT FoxP3" pouvaient provoquer la mort des cDC par la voie de la perforine (Boissonnas et al.,
2010). L’expérience utilisant les souris Rag-yc’/ " a par ailleurs montré une légere diminution des pDC dans
la MO des souris traitées par I’Ac aCD3 et reconstituées avec des LT CD4". L’ensemble de ces résultats
montre qu’un mécanisme de contrdle de la survie des pDC passant par la voie de la perforine existe en cas
de forte inflammation. De plus comme nos résultats I’ont montré, les LT CD8" sont des cellules
importantes dans I’induction de 1’apoptose des pDC passant par la voie de la perforine, mais les LT CD4"
dans une moindre mesure, et surtout les NK pourraient participer a ce phénoméne de déplétion des pDC
(figure 33). Cependant, nous n’avons pas directement montré que c¢’est la fonction perforine/granzyme,
portée spécifiquement par les LT CDS", qui était responsable de 1’effet cytotoxique envers les pDC. Pour
démontrer cela il aurait été intéressant de comparer la perte des pDC chez des souris Rag-yc',

reconstituées avec des LT CD8" WT ou des LT CD8" perf ™, et traitées par I’Ac aCD3.

Les études décrivant la régulation de la survie des cDC dans le contrdle de I’activation des
réponses immunitaires impliquent la voie de la perforine, mais certaines montrent que la voie Fas/FasL est
aussi importante dans ces mécanismes (Chen et al., 2012b; Stranges et al., 2007). Nous avons donc essayé
dans notre modele d’inflammation aigiie, de détecter une augmentation de I’expression des récepteurs de
mort a la surface des pDC, comme Fas, mais aussi de récepteurs a TRAIL comme DRS (figure 28). Les
résultats ont montré que 2 h aprés I'injection de I’Ac aCD3, I’expression de ces récepteurs n’est pas
augmentée sur les pDC. Cependant, il aurait été intéressant de regarder 1’expression de Fas et des TRAILR
plus tardivement, aux temps ou l’apoptose des pDC commence a é&tre observée dans les organes
lymphoides (a partir de 10 h en particulier). L’expérience idéale aurait été de tester le traitement par I’Ac
aCD3 chez des souris transgéniques /pr, déficientes en Fas. Ainsi, nous aurions pu facilement incriminer

cette voie dans le mécanisme contrdlant la survie des pDC.

Au final notre modéle initial utilisant I’Ac aCD3 avait pour but de mettre en place un état
inflammatoire aigu, permettant d’évaluer le devenir des pDC dans des conditions ou elles étaient
susceptibles d’étre activées. En mettant en évidence que les LT CDS8" et la voie de la perforine sont en
mesure de contrdler la survie des pDC, nous avons pour la premiére fois décrit ce type de mécanisme dans
un contexte inflammatoire. Cependant, le modéle « Ac aCD3 » produit une réponse inflammatoire
artificielle qui ne correspond pas exactement aux réponses observées physiologiquement. Nous nous
sommes donc interrogés sur la relevance de ce phénomeéne de régulation de survie des pDC, lors de

syndromes inflammatoires présents dans certaines pathologies.
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Figure 33 : Le controle de la survie des pDC en condition inflammatoire est notamment assuré par la
perforine. L’injection de I’Ac aCD3 va provoquer 1’activation des LT CD8" en CTL qui vont fournir une
réponse cytotoxique dépendante de la perforine, et provoquer I’apoptose des pDC. De la méme maniére,
les NK sont activés dans le contexte du traitement par I’Ac aCD3 et pourraient participer a la déplétion des
pDC par les mémes mécanismes. Le signal activateur des CTL doit passer par la liaison de I’antigéne CD3
a leur surface, mais pourrait aussi étre fourni par I’IL-12 produite par les monocytes/macrophages et les
cDC activées par la liaison Fc/Fcy-R. L’activation des NK pourrait, comme pour les CTL, passer par la
sécrétion d’IL-12, mais aussi par le TNF produit par les LT CD4" activés par 1’Ac aCD3 (Goumy et al.,
1996).

4. Relevance du mécanisme de régulation de la survie des pDC dans le cadre de pathologies

inflammatoires

Les pDC étant des cellules capables d’activer les réponses immunitaires, ce phénomene pourrait
prévenir la survenue de syndromes inflammatoires incontrolés. En effet, les pDC sont capables d’intervenir
dans le développement de maladies auto-immunes comme le SLE, le psoriasis, la SEP ou encore le diabéte
de type 1. De plus, la régulation de leur fonction semble primordiale au maintien de réponses immunitaires
contrdlées. Cependant, le mécanisme que nous avons établi se produit dans un mod¢le expérimental « Ac
aCD3 », induisant une inflammation trés aigiie, ou le nombre de facteurs solubles sécrétés est plus
important que ce qui est retrouvé dans différentes pathologies inflammatoires. Nous avons donc vérifié

dans d’autres syndromes inflammatoires, que le phénoméne de régulation de la survie des pDC pouvait
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intervenir. Sachant que la déplétion des pDC dans le modele de I’Ac aCD3 est dépendante de 1’activation
des LT et des LT CDS8" en particulier, nous avons utilisé des modéles ou I’inflammation passait par
I’activation de ces cellules. Pour cela, différents modeles de GvHD aiglies ont été mis en place. Le premier
modele consiste en une injection de splénocytes de souris parents dans F1, ou le donneur et le receveur
présentent une incompatibilité au niveau des molécules du CMH-I et du CMH-II. La survenue de la GVHD
dans ce cas est entrainée par les LT CD4" et CD8" (Hakim et al., 1991). Les pDC, dans ce modéle, sont
supprimées en totalité (figure 17A), mais il est possible que cette perte soit due a une allo-réactivité des
splénocytes du donneur vis-a-vis des cellules du receveur. En effet, dans ce modele les pDC étudiées sont
d’origine du receveur. Pour outrepasser ce biais d’alloréactivité directe sur les pDC, nous avons utilisé un
modéle de GvHD avec irradiation, dans lequel I’injection de cellules médullaires de souris donneuses
(C57Bl/6) va conduire a la reconstitution d’une hématopoi¢se d’origine du donneur chez les souris
receveuses (Balb/c). Dans ce cas chez les souris receveuses, les pDC seront de méme origine que les LT
CD4" et CD8" responsables de la GvHD, syndrome inflammatoire post-greffe. Nos résultats ont montré
que les pDC sont diminuées dans les organes lymphoides des souris déclarant une GvHD, et ce, de fagon
proportionnelle a la dose de LT injectés (figure 17D). Il semble donc que la survie des pDC est réduite et
associée a l’activation des LT, ce qui conforte 1’idée que le mécanisme de déplétion des pDC faisant
intervenir la perforine et les LT CD8" puisse intervenir dans un autre contexte que celui de I’Ac aCD3. Il
aurait été intéressant dans ce dernier modéle de GVHD d’évaluer les LT CD8" et la perforine. Pour cela,
des LT de souris WT ou perf” auraient pu étre utilisés pour induire la GvHD. Cependant, il a été reporté
que la perforine jouait un role dans le développement de la GvHD, ce qui pourrait nous empécher d’induire
le syndrome inflammatoire avec des LT perf’ (Baker et al., 1996; Braun et al., 1996). Néanmoins,
plusieurs études ont rapporté que 'utilisation de LT perf” pour induire la GVHD était possible, si elle était
basée sur une incompatibilit¢é compléte pour le CMH-I et le CMH-II entre le donneur et le receveur
(Graubert et al., 1997; Jiang et al., 2001; Levy et al., 1995). Cette expérience apporterait donc un éclairage
sur la relevance du mécanisme de déplétion des pDC par les LT CD8" et la perforine, en condition

inflammatoire dans un modele plus physiologique.

Si les pDC ne sont pas des cellules particulierement décrites comme participant fortement au
développement de la GVHD, ces cellules sont primordiales dans le développement de plusieurs pathologies
auto-immunes. Ainsi leur role dans I’initiation de maladie comme le SLE, le psoriasis, la SEP ou encore le
diabéte de type I est aujourd’hui bien établi. C’est dans ce contexte, ou les pDC sont directement
impliquées dans le développement d’épisodes inflammatoires, que le controle de leur survie par les LT
CDS8" et la perforine pourrait intervenir en limitant leur fonction activatrice des réponses immunitaires.
Ainsi, dans tous ces syndromes auto-immuns, ¢’est au moment de ’initiation de la maladie que les pDC
sont les plus importantes (Albanesi et al., 2010; Isaksson ef al., 2009; Li and McDevitt, 2011; Rowland et

al., 2014). Elles sont en effet capables d’infiltrer les tissus cibles, et leur élimination au moment de
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I’induction de ces pathologies va systématiquement améliorer la sévérité de la maladie dans des modéles

murins (tableau 1).

Tableau 1 : Implication et devenir des pDC et de P’activité des LT CD8" dans différentes pathologies

auto-immunes.

Pathologies
auto-immunes

pDC/IFN-a dans les
tissus cibles de la
maladie (initiation)

Effet de la déplétion
des pDC a
Pinitiation de la
maladie

pDC/IFN-a lors de
la phase chronique
de la maladie

CTL lors de la
phase chronique de
la maladie

SLE

1 des pDC dans les
reins et la peau

(Farkas et al., 2001)
(Fiore et al., 2008)

Sévérité réduite de la
maladie

(Rowland et al., 2014)

1 [TFN-a] sérique
produit par les pDC

(Baechler et al., 2003)

| des fonctions CTL

(Puliaeva et al., 2009)

psoriasis

1 des pDC dans la
peau

(Albanesi et al., 2009)
(Gilliet et al., 2004)

Sévérité réduite de la
maladie

(Glitzner et al., 2014)

| des pDC dans la
peau

(Albanesi ef al., 2010)

1 LT CDS8" dans la
peau

(Onuma, 1994)

SEP

1 des pDC dans le
LCS

(Lande et al., 2008)

Sévérité réduite de la
maladie

(Isaksson et al., 2009)

1 des pDC avec des
propriétés
régulatrices dans le
LCS

(Longhini et al., 2011)

| des LT CDS8" dans
le SNC

(Weiss et al., 2007)

diabete de
type I

1 de ’'IFN-a dans le
pancréas
1 des pDC sanguines

(Huang et al., 1995)
(Xia et al., 2014b)

Prévention du
développement de la
maladie

(Li and McDevitt,
2011)

| des pDC sanguines

en comparaison de la

phase d’initiation de
la maladie

(Xia et al., 2014b)

1 persistante des LT
CDS8" activés dans le
sang

(Peakman et al., 1996)

Plus tard dans les phases chroniques de certaines de ces maladies, il arrive que les pDC soient réduites,
comme dans le psoriasis par exemple, ou I’infiltrat de pDC au niveau de la peau n’est plus observé. Ceci
s’accompagne d’une forte augmentation des LT CDS8’, toujours dans la peau (tableau 1). De facon
similaire dans le diabéte de type I, si les pDC sont augmentées au niveau sanguin dans la phase pré-
diabétique, leur taux diminue lorsque la maladie s’installe a long terme. De plus, ceci est lié avec la
persistance de LT CD8" activés dans le sang (tableau 1). A I’inverse, dans d’autres syndromes auto-
immuns comme dans le SLE ou la SEP, les pDC se retrouvent augmentées dans le sang et dans les tissus
cibles lors d’épisodes de rechutes de ces maladies. Ceci est associé avec une réduction de 1’activité des
CTL dans le cas du SLE, et avec une diminution des LT CDS8" retrouvés au niveau du SNC dans la SEP
(tableau 1). Il est alors trés intéressant de noter que le taux de pDC et des LT CD8" lors des phases
chroniques de ces pathologies auto-immunes est inversement corrélé. Il est alors possible de formuler
I’hypothése suivante : lors de I’initiation de ces syndromes auto-immuns, une dérégulation immunitaire va
mener a ’activation aberrante des pDC, ce qui va conduire au développement de la maladie. Afin de
limiter au maximum les conséquences néfastes de ce phénomene, le systéme immunitaire tenterait alors de
réguler les pDC, par exemple en utilisant les fonctions CTL passant par la perforine. Par ailleurs, dans le

cadre de la SEP, lors de la phase chronique de la maladie, les pDC présentent un profil plutot régulateur
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(tableau 1). De plus dans des modéles d’EAE, 1’élimination des pDC lors de la phase chronique de la
maladie va augmenter sa sévérité (Bailey-Bucktrout et al., 2008). Dans le cadre de notre hypotheése, il est
possible d’imaginer qu’apres 1’élimination des pDC pour contréler la phase initiale de la maladie, celles-ci
reviennent avec un profil plus régulateur pour limiter au maximum le développement de la pathologie. Nos
résultats vont d’ailleurs dans ce sens, car au moment de leur reconstitution chez des souris traitées par I’Ac
aCD3, les pDC semblent moins sensibles a une activation de leur voie TLR9 par du CpG-A (figure 29). A
I’inverse, il est également possible que lors de la phase chronique de I’EAE, quand les pDC posseédent un
profil plutdt tolérogéne, I’activité cytotoxique des LT CD8" aient un effet néfaste sur la maladie en
provoquant leur déplétion. A la lumiére de toutes ces données, 1’action des voies de cytotoxicité sur les
pDC dans ces pathologies auto-immunes pourrait étre investiguée, afin de voir si ce mécanisme de controle
de la survie de ces cellules intervient dans le contrdle des maladies auto-immunes. Ceci pourrait étre
directement adressé dans des modéles d’EAE, de psoriasis ou encore de SEP, induits chez des souris perf™
, afin de voir si le développement des maladies est plus important que chez des souris WT. Ceci a d’ailleurs
été montré dans des modeles d’EAE (Malipiero et al., 1997) et de souris Ipr développant spontanément un
syndrome lupique (Peng et al., 1998), ou I’absence de perforine aggrave fortement la sévérité de ces
maladies. Pour poursuivre notre raisonnement et montrer que dans ce cadre, c’est I’absence de régulation
de la survie des pDC qui est, in fine, responsable de I’aggravation de ces maladies, il serait intéressant de
reproduire ces expériences en éliminant les pDC pour voir si cela améliore la pathologie. Nous pouvons
également imaginer utiliser directement les fonctions de cytotoxicité passant par la perforine pour
améliorer le développement de ces syndromes auto-immuns, comme cela a déja pu étre suggéré dans le

SLE (Puliaeva et al., 2009).

Les pDC sont donc des cellules primordiales dans le déroulement des réponses immunitaires. Si
elles sont spécialisées dans la lutte antivirale, leur action ne s’arréte pas la, et ces cellules sont capables
d’activer un grand nombre d’effecteurs de I’immunité adaptative comme les LT. Cette propriét¢ des pDC
peut les conduire a participer au développement de syndromes inflammatoires chroniques si elles sont
activées de fagon disproportionnelle ou incontrolée, avec des complexes contenant de I’ADN du soi par
exemple. C’est pourquoi il doit exister des mécanismes de controle permettant de réguler I’action de ces
cellules. Les travaux réalisés pendant cette theése ont tout d’abord permis de mettre en évidence que la
survie des pDC est réduite dans un contexte inflammatoire induit par I’Ac aCD3. Nous avons ensuite pu
montrer que dans ce cadre, ce sont les LT CD8" et les fonctions cytotoxiques de la perforine qui vont
induire 1’élimination des pDC. Par ailleurs cette déplétion des pDC a pu étre observée dans d’autres
mode¢les inflammatoires impliquant les LT, comme la GvHD. Enfin, I’ensemble des données de la
littérature sur I’implication des pDC dans le développement de maladies auto-immunes, montre que cette
régulation de la survie des pDC par la voie perforine, pourrait étre un mécanisme dont il serait possible de

tirer parti pour contrdler ces pathologies.
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Régulation de la survie des cellules dendritiques
plasmacytoides dans un contexte inflammatoire non viral

Résumé :

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) sont spécialisées dans la lutte antivirale, notamment grace a leur
capacité a sécréter des IFN de type I. Néanmoins, elles sont aussi impliquées dans I’initiation de la réponse
immunitaire adaptative, et donc de la polarisation des lymphocytes T (LT). C’est pourquoi, lors d’un épisode
inflammatoire intense, les pDC peuvent participer a I’initiation ou au maintien de syndromes inflammatoires et au
développement de pathologies auto-immunes. Comme pour les cellules dendritiques conventionnelles, il doit donc
exister un mécanisme de régulation permettant de contréler 1’activit¢é des pDC. Dans un modéle expérimental
inflammatoire non viral induit par I’injection de 1’anticorps anti-CD3 (Ac aCD3), nous avons observé I’apoptose des
pDC dans différents organes lymphoides deés 90 minutes apres injection de I’Ac et ce, de fagon dépendante de
I’activation des LT. Nous avons pu observer que la faible survie des pDC dans ce contexte inflammatoire n’était pas
associée a I’orage cytokinique induit par ’effet mitogénique de I’Ac aCD3. En revanche, nos résultats montrent que
les LT CD8" et la voie cytotoxique de la perforine sont responsables de la déplétion des pDC. Ce mécanisme de
contrdle de la survie des pDC a aussi été retrouvé dans d’autres situations inflammatoires non virales comme lors de
la maladie du greffon contre I’hote. Ces données démontrent une nouvelle voie de rétrocontrole de la réponse
inflammatoire en ciblant la survie des pDC. Cette voie de régulation pourrait étre ainsi utilisée a des fins
thérapeutiques. En effet, contrdler la survie des pDC par ’activation des LT CDS8" et de la voie perforine dans des
syndromes auto-immuns comme le lupus érythémateux disséminé, le psoriasis, la sclérose en plaques ou encore le
diabéte de type I, pourrait représenter une nouvelle approche thérapeutique dans le traitement de ces maladies auto-
immunes associées a une dérégulation des pDC.
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Abstract :

Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are specialized in type I interferons (IFN-I) secretion to control viral infections. In
addition, pDC can also participate to the initiation of the adaptive immune response and thus, polarize T cells. During
acute inflammation or uncontrolled inflammatory episodes, pDC can favor and maintain the inflammatory syndromes
and autoimmune disease development. Regulatory mechanisms exist to control dysregulated inflammatory response
affecting conventional DC survival for instance. Therefore we addressed in this work whether regulatory mechanisms
exist to control pDC activation during inflammatory episodes. Using an experimental mouse model of non-viral acute
inflammation induced by the injection the CD3-specific antibody (¢CD3 Ab), we could observed that pDC underwent
apoptosis as soon as 90 minutes in different lymphoid organs. This weak survival of pDC after Ab injection was
associated with T cell activation. Whereas pDC depletion was not associated with the CD3-induced cytokine storm,
our data showed that CD8" T cells and the perforin pathway were involved in the depletion of pDC during this acute
inflammatory context. This mechanism was also observed in other non-viral inflammatory settings such as during
acute graft-versus-host disease. Overall, these data demonstrate that CD8" T cells and the perforin pathway play a
major role in acute inflammatory response modulation through directly targeting pDC survival. In addition our data
highlight this regulatory mechanism as a potent therapeutic option to control pDC survival, since they are involved in
the physiopathology of autoimmune disorders such as systemic lupus erythematosus, psoriasis, multiple sclerosis or
type I diabetes.
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