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RESUME

Les cellules dendritiques jouent un rdle centrahsdda régulation des réponses
immunes innée et adaptative. Parmi elles, les leslldendritiques plasmacytoides (PDC)
représentent une nouvelle entité distincte. Les RD@ plus particulierement capables de
sécréter de grandes quantités d’interféron (IFN)ype | aprés exposition a un virus ou une
stimulation par des produits bactériens tels qeedpG ODN non-méthylés grace a leur
expression sélective des Téke récepteurs (TLR)7 et 9.

Notre laboratoire a caractérisé réecemment les ieigsta PDC (LPDC). Ces LPDC
connaissent un développement clinique agressiésstent aux thérapies conventionnelles.
Nous avons développé une lignée de PDC (appelée2@EM partir de PDC leucémiques,
qui partagent la plupart des caractéristiques pigpigues et fonctionnelles des PDC
normales. Dans un premier temps, nous avons utiéé lignée comme modele de LPDC et
nous montrons qu’elles sont sensibles a Il'apoptoskite par TRAIL (TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand) grace a I'expressionrduepteur DR5, comme la plupart des
LPDC. De facon intéressante, nous trouvons qué& S normales ne sont pas sensibles a
'apoptose induite par TRAIL, ce qui ouvre la porkela mise en place d’approches
thérapeutiques des leucémies a PDC utilisant dessigs de TRAIL.

Les PDC normales représentent seulement 0,5% dledesecirculantes du sang et
sont difficiles a isoler ou générer. Nous avonsoddans un deuxieme temps utilisé la lignée
GEN2.2 comme modele de PDC normales. Nous avoss @eouvert que ces cellules, une
fois activées par des ligands des TLR7 et 9, acgpuieune fonction cytotoxiqueia
I'expression de TRAIL et sont capables de tuer litpsées de cellules tumorales. Ceci
suggere que les PDC peuvent jouer un rdle cru@ak d’éradication des cancers apres
activation.

Enfin, nous avons cherché a préciser les mécanisnéculaires d’'induction de
TRAIL dans les PDC apreés activation des TLR7 et 9.

L’ensemble des travaux suggéere que les PDC pountnaprésenter une cible de choix
dans le développement de nouvelles approches thérapes anti-tumorales.



" Le travail de la pensée ressemble au foragepliits ;
I'eau est trouble d'abord, puis elle se clarifie. "

(Proverbe Chinois)
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Abréviations

A

AAF : a-IFN activated factor

Ac : acétylé

ADAR1 : désaminase a adenosine spécifique de
'ARN 1

AICD : activation-induced cell death

AIF : apoptosis-inducing factor

a-GalCer : a-galactosylcéramide

ALPS : autoimmune lymphoproliferative syndrome

AP-1 : activator protein-1

Apaf-1 : Apoptotic protease activating factor-1
APC : antigen presenting cells cellules
présentatrices d’'antigénes

ATF2 : activating transcription factor 2

B
BAF : BRM-associated factor
BIR : baculoviral IAP repeat

BRM : Brahma-related gene

C

CAD : caspase activated deoxyribonuclease
CARD : caspase recruitment domain

Cardif : CARD adaptor inducing IFN?

CBP : CREB-binding protein

CBV : virus Coxsackie B

CLIC4 : chloride intracellular channel 4

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
CMV : cytomégalovirus

CpG : cytosine liée a une guanine par un pont
phosphate

CpG ODN : oligodéoxynucléotide synthétique
avec des motifs CpG non méthylés

CREB : cyclic-AMP-responsive-element-binding
protein

CTL : lymphocytes T cytotoxiques

CXCL10 : CXC-chemokine ligand 10

CYPB : cyclophiline B

D

DC : dendritic cells= cellules dendritiques

DcR : decoy receptor récepteur leurre

DD : death domain

DED : death effector domain

Ay, : potentiel transmembranaire mitochondrial
DIABLO : direct IAP-binding protein with low pl
DioC6(3) : 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide
DISC : death-inducing signaling complex

DR : death receptor

E

elF : eukaryatic initiation factor
EMCYV : encephalomyocarditis virus

EndoG : endonucléase G

F

FADD : Fas-associated protein with the death
domain

FKHR : forkhead

FLICE : FADD-like interleukin-13-converting
enzyme-like protease

FLIP : FLICE inhibitory protein

FIt3L : fms-like tyrosine kinase 3 ligand

G

GAS : yinterferon activated site

GBP-1 : protéine de liaison a la guanylate 1
GCNS5 : general-control-of-amino-acid synthesis 5
GM-CSF : granulocyte macrophage-colony-
stimulating factor

GPI : glycosylphosphatidylinositol

GR : ligand-bound glucocorticoid receptor

GTPase :guanosine triphosphatase

H
HA : hémagglutinine
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HAT : histone acetyl transférase

HCMYV : human cytomegalovirus

HDAC : histones déacétylases

HEV : high endothelial venules

HIV : human immunodeficiency virus

HMGBL1 : high mobility group box 1

HPV : human papillomavirus

HSC : hematopoietic stem celscellules souches
hématopoiétiques

HSV: herpes simplex virus

hTLR7/8 : TLR7/8 humain

HTLV: human T-cell leukemia virus

HTRAZ2 : high-temperature-requirement protein
A2

|

IAP : inhibitor of apoptosis protein

ICAM 1 : intercellular adhesion molecule 1
ICE : enzyme de conversion de I'll[31

Id : inhibitor of DNA-binding

IDO : indoleamine 2,3-dioxygénase
iE-DAP : acidey-D-glutamyl-mese
diaminopimelique

IFIT1 : IFN-induced protein with tetratricopeptide
repeats 1

IKB : inhibitor of NF-«B

IKDC : interferon-producing Killer Dendritic Cells
IKK : 4B kinase

IKK i : inducible IKK

IL : interleukine

ILP2 : IAP-like protein-2

ILT : immunoglobulin like transcripts

IPC : interferon-producing cells cellules
productrices d’interféron

IPS-1 : IFN-£ stimulator 1

IRAK : IL-1 receptor-associated kinase
IRF : interferon-regulatory factors

ISG : IFN-stimulated genes

ISGF3 : IFN-stimulated gene factor 3

ISRE : IFN-stimulated response element

ITAM : immunoreceptor tyrosine-based activatory
motif
ITIM : immunoreceptor tyrosine-based inhibitory

motif

J
JNK : JUN N-terminal kinase

K

kDa : kilo Dalton
KLH : keyhole limpet hemocyanin

L

LAMP-1 : lysosome-associated membrane protein
1

LBP : LPS binding protein

LIN "9 lineage négatif

LP : lipoprotéine

LPDC : cellules dendritiques plasmacytoides
leucémiques

LPS : lipopolysaccharide

LRR : leucine-rich repeat

LTA : acide lipotéichoique

M

M1 : protéines matricielles

M2 : canal membranaire

MAL : MyD88 adaptor-like

MAPK : mitogen-activated protein kinase
MAVS : mitochondrial antiviral signaling protein
MCMYV : murine cytomegalovirus

MCP : monocyte chemoattractant protein
M-CSF : macrophage-colony-stimulating factor
Mda5 : melanoma-differentiation-associated gene
5

MDC : myeloid dendritic cells cellules
dendritiques myéloides

MDP : muramyl dipeptide

MEF : mouse embryonic fibroblasts

MEKK : MAP-kinase kinase
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MGG : May Grinwald Giemsa

ML-IAP : melanoma IAP

MMTV : mouse mammary tumor virus

MoDC : cellules dendritiques myéloides dérivées
de monocytes

MTLR7/8 : TLR7/8 murin

MV : measle virus

Mx : myxovirus

MyD88 : myeloid differentiation primary response

gene 88

N

N : neuraminidase

NAIP : neuronal apoptosis-inhibitory protein
NAK : NF-«B-activating kinase

NALP : NACHT-, LRR- and pyrin-domain-
containing proteins

NAPL1 : NAK-associated protein 1

NDV: Newcastle disease virus

NEP : protéines d'export nucléaire

NF-kB : facteur nucléaireB

NGFR : nerve growth factor receptor

NIK : NF-«B-inducing kinase

NLR : NOD-like receptor

NLS : signal de localisation nucléaire

NOD : nucleotide-binding oligomerization domain
NP : nucléoprotéine

NS1 :protéine non-structurale 1

O
OAS : oligoadénylate synthétase

OPG : osteoprotegerine

Opn-i : ostéopontine intracellulaire

P

PA : polymerase acide
PAMP : pathogen-associated molecular patterns
PARP-1 : poly ADP ribose polymerase-1

PB : polymérase basique

PBMC: peripheral blood mononuclear celts
cellules mononucléées du sang périphérique
PCD : programed cell death

PDC : plasmacytoid dendritic celks cellules
dendritiques plasmacytoides

pDC : précurseur de DC

PHA : phytohemagglutinin

PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase

PIN1 : cis-trans-peptidylpropyl isomerase, NIMA-
interacting 1

PIP2 : phosphatidylinositol 4,5-biphosphate
PKC : protéine kinase C

PKR : double stranded RNA-dependent proteine
kinase

PLAD : pre-ligand assembly domain

PMA : phorbol 12-myristate 13-acetate

PML : protéine de leucémie promyélocytique
Poly(l :C) : polyinosine — acide polycytidylique
PRD : positive regulatory domains

PRR : pattern recognition receptors

PS :phosphatidylsérines

PT : pores de transition de perméabilité

PTK : protéine tyrosine kinase

PTPC : permeability transition pore complex

R

RAGE : receptor for advanced glycation end
products

RANKL : receptor activator of NFB ligand
RANTES : regulated-upon-activation normal T
cell

RAR : récepteur a I'acide rétinoique

RHD : REL-homology domain

RHIM : motif d’interaction homotypique RIP
RIG-I : retinoic acid-inducible gene |

RIP1 : receptor-interacting protein-1

RLR : RIG-like receptors

RNase L :ribonucléase L

RNP : ribonucléoprotéine

RSV : respiratory syncitial virus
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rTRAIL : TRAIL recombinant
RXR : récepteur de la Rétinoide-X

S

SARM : sterile alpha and HEAT/Armadillo motif
SDF-1 :stromal cell-derived factor 1

SeV :Sendai virus

SIKE : suppressor ofAB-kinases

siRNA : short interfering RNA

SLE : lupus érythémateux systémique

SMAC : second mitochondria-derived activator of

caspases

SnRNP :small nuclear ribonucleoprotein particles

SPI : inhibiteur de serine protéase
STAT : signal transducer and activator of

transcription 1

T
T2K : TRAF-2-associated kinase

TAK1 : TGF-Bactivated kinase 1

TANK : TRAF family member-associated MB-
activator

tBid : Bid tronqué

TBK1 : TANK-binding kinase 1

TcR : récepteur des cellules T

TdT : terminal deoxynucleotidyl transferase

TfR : transferring receptor

Ty : T helper

TIR : Toll-IL-1 receptor

TIRAP : TIR-domain-containing adaptor protein
TLR : toll-like receptors

TNF : tumor necrosis factor

TPA : 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate
TRAF : TNF receptor-associated factor

TRAIL : TNF-related apoptosis-inducing ligand
TRAM : Trif-related adaptor molecule

Treq : cellules T régulatrices

TRIF : TIR domain containing adaptor-inducing
IFN

TUNEL : TdT-mediated dUTP-biotin nick end

labelling method

U

USP : ultraspiracle

\%
VEGF : vascular endothelial growth factor

VIH : virus de I'immunodéficience humaine
VISA : virus-induced signaling adaptor
VRE : virus-responsive elements

VSV : vesicular stomatitis virus

X
XIAP : X-linked IAP
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1°"® partie : La place des PDC au sein du systéme iritaie

1. Réle général des cellules dendritiques myéloides les

différents types de cellules dendritiques

Les fonctions des cellules dendritiques myéloidege{oid dendritic cells MDC) ont
été abondamment décrites, alors que des inceritdéeneurent en ce qui concerne les
fonctions des cellules dendritiques plasmacytof{diesmacytoid dendritic cells PDC), plus
récemment identifiées (Grouard et al. 1997).

Les MDC ont initialement été découvertes en 1868sd&piderme (Langerhans
1868), puis furent identifiées en 1973 dans lesmeg lymphoides secondaires (Steinman and
Cohn 1973). Les MDC sont des cellules présentatiikantigenesafitigen presenting cells
APC) professionnelles retrouvées dans presquddsussus périphériques, tout comme dans
les organes lymphoides primaires (thymus et moedigseuse) et secondaires (ganglions
lymphatiques, plaques de Peyer et rate).

Leur développement passe par trois étapespiageniteurs de MDCdans la moelle
osseuse vont ensuite migrer vers les tissus owédmlent a I'état deVIDC immatures
possédant de grandes capacités phagocytaires etwsides, permettant la capture de
'antigene.En absence d'inflammation, les MDC prélévent camdlement des antigenes du
Soi mais restent phénotypiquement dans un état immenaon-activé. Dans ce contexte, un
engagement du récepteur des cellules T pourraiitale I'avortement de la prolifération, a
l'anergie des cellules T réactives ou a l'inductiban phénotype de cellules T régulatrices
(Treg. Ce mécanisme est, au moins en partie, respansiabl'établissement de la tolérance
périphérique (Steinman et al. 2003). Elles peuvegdlement reconnaitre des antigenes
étrangers. En effet, les MDC sont équipées de nemxbrecepteurs qui détectent les signaux
de "danger" dans l'environnement alentour (Matzir@02). Les signaux associés a une
infection en cours, tels lggthogen-associated molecular patte(RRAMP), qui se lient sur
despattern recognition receptorPRR) comme letoll-like receptors(TLR), les cytokines
pro-inflammatoires ou les dérivés de dommageslésss les induisent a devenir des MDC
immunogénes matures (changements phénotypiquesMDE matures, présentes dans les
organes lymphoides secondaires, expriment de hawgaux de molécules de costimulation
permettant la présentation de l'antigéne et le at@tiement de la prolifération des

lymphocytes T naifs et mémoires (Granucci et 8520
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Une des fonctions les mieux décrites des MDC estalgture de l'antigene a la
périphérie pour I'appréter et le transporter vars drganes lymphoides secondaires. Elles
présentent alors I'antigéne aux lymphocytes T najii recirculent continuellement a travers
ces organes, sous forme de peptide associé auxcutedé du Complexe Majeur
d’Histocompatibilit¢ (CMH) de classe | ou Il, afule développer des réponses immunes
adéquates (Banchereau et al. 2000; Guermonprdz 28(2). Selon le contexte de "danger"
représenté par I'environnement cytokinique et &epteurs engagés, la réponse immunitaire
est supprimée ou activée (Banchereau and Stein88y $teinman et al. 2003). Les cellules
dendritiquesdendritic cells= DC) sont des APC remarquables car ce sont idssseapables
d’'induire des réponses immunes primaires, perntettansi I'établissement de la mémoire

immunologique (Hart 1997; Banchereau and Steinn3@8)L
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v, o
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Figure 01. Schéma classique de I'ontogénie des cellules dequss myéloides et plasmacytoides a partir
des cellules souches hématopoiétiques CD34

Il existe différentes sous-populations de DC qudiedent dans leur ontogénie, leur
expression de molécules de surface et leur fonctmologique. Chez I'homme,
essentiellement trois types de DC immatures peugaet distingués, tous trois issus des
cellules souches hématopoiétiquiesnjatopoietic stem cels HSC) CD34 (voir figure 01)

Le progéniteur myéloide est a I'origine des cefiulle Langerhans, présentes dans la peau et
I'épithélium des muqueuses, et des DC interstiielprésentes dans les tissus, dont le derme
de la peau. Ces cellules sont également appeléeS Minatures et sont de phénotype
lineagenégatives (LIN®*9= CD3, CD16, CD19, CD14, CD56), CD4', HLA-DR", CD11¢,
CD116, CD13. Quant au progéniteur lymphoide, il est a l'orggites cellules dendritiques
lymphoides ou plasmacytoides (PDC), de phénotyp&°tlCD4", HLA-DR®*, BDCA-2',
BDCA-4", CD123™" (Briere et al. 2002). A partir du progéniteur phaient médullaire
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lymphoide commun, toutes les cellules de la liglydephoide pourraient se différencier :
lymphocytes B, T, et NK, et les PDC, mais pas lesrea cellules hématopoiétiques
(érythroides, mégacaryocytaires et myéloides).eeque concerne la différenciation des PDC,
ce progéniteur passerait par un stageccoce puistardif , avant de passer par un stade-
PDC, correspondant au précurseur immeédiat BB immatures. Au stade pro-DC, les
cellules possédent déja une morphologie plasmateytet sont identifiées dans le sang
placentaire, le foie et la moelle osseuse foetadm etés faible quantité dans le sang (Blom et
al. 2000). Chaque stade de différenciation expue® marqueurs spécifiques et présente des

capacités proliférative et de production d’'inteof@fIFN)-a différentegvoir tableau 01)

progéniteur progeéniteur D
. . pro-PDC .
précoce tardif immature
CD34 + + + +-
CD45SRA - uE ++ —+
CD4 + +—+ —+
CD123 + + ++ ++
Capacité de production i m e e
d'TFN-c
{Capacité proliférative +++ ++ + —

Tableau 01.Schéma représentatif du développement des PDC umesad partir du progéniteur
précoce CD34 D’aprés (Blom et al. 2000).

2. Découverte des PDC
2.1. Historique

Les leucocytes du sang périphérique humain sonmiupour étre des producteurs
efficaces d'IFN de type | apres exposition aux suirin 1978, Trinchieri et ses collégues
(Trinchieri et al. 1978jnontrerent que I'lFN de type | est un agent puispaar augmenter la
cytotoxicité induite par les NK et que pendant gesition des leucocytes du sang
périphérique aux virus ou aux cellules infectées Ipavirus, seule une petite partie des
cellules est responsable de la production de Ipaptude I'lFN de type | inducteur d'activité
antivirale. Ces cellules productrices d'IFN de ti/figrent identifiées en tant que cellules non-
T, non-B, non-NK, non-monocytaires, exprimant désepteurs Rcde faible affinité et des
antigénes du CMH de classe(Trinchieri et al. 1978)Bien que les cellules productrices
d'IFN (Interferon-producting cellss IPC) soient des cellules mononucléées posities le

CMH de classe I, négatives pour les marqueurinéage non-adhérentes et rares (Perussia
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et al. 1985)elles ont également été clairement distinguées esclassiques du sang
périphérique (Chehimi et al. 1989; Feldman andgeitald-Bocarsly 1990).

En 1958, les pathologistes K. Lennert et W. Remnileé@nert and Remmele 1958)
rapporterent pour la premiére fois une observatiistologique de cellules avec une
morphologie de plasmocytes mais sans marqueurs etleles B et de plasmocytes,
abondantes dans les zones de cellules T des hlgsphoides humains. Ces plasmocytes ont
été nommeés "plasmocytes associés aux T". En 1983, Peller et al. (Feller et al. 1983)
trouverent que les plasmocytes associés aux Treamnt le CD4 (OKT4), un marqueur des
cellules T helper, mais qu’elles n’exprimaient pas d’antigene oumafiunoglobuline de
cellule B. Les plasmocytes associés aux T furerdmenés "cellules T plasmacytoides".

Le nom de "cellules T plasmacytoides" fut ensugmis en question par le Dr. F.
Facchetti (Facchetti et al. 1988), qui trouva gesg cellules n’exprimaient pas le composant
CD3 du récepteur des cellules T (TcR), mais qusedheprimaient des molécules du CMH de
classe Il et des antigenes myéloides. Il suggéna dae les cellules T plasmacytoides soient
renommées "monocytes plasmacytoides" (Facchedti £088).

En 1993, deux sous-populations de cellules TS furent identifiées par I'équipe
de Yong-Jun Liu dans les amygdales humaines (mess resultats furent publiés
ultérieurement) : (a) des cellules dendritiques TIRBCD11¢ dans les centres germinatifs,
qui pouvaient activer/co-activer les cellules Tvesiet les cellules B des centres germinatifs
(Dubois et al. 1999) et (b) des cellules COB3CD11¢, localisées dans les zones riches en
cellules T autour desigh endothelial venule§HEV), qui présentaient une morphologie
lymphoide-plasmacytoide (Grouard et al. 1997).

En 1994, O'Doherty et al. (O'Doherty et al. 199dgntifierent dans le sang
périphérique humain une sous-population de DC imreat CD11cavec une expression
faible de CMH de classe Il et une capacité moirgiestimulation des cellules T. Apres
culture dans un milieu conditionné par des monaytes cellules augmentaient leur
expression de CMH de classe |l et acquéraient umghologie plus irréguliere semblable
aux cellules dendritiques.

Des photographies en microscopie électronique sé&di en 1996 par Liu et al.
révélérent une morphologie de plasmocytes poucdéisles CDACD3CD11¢ qu'ils avaient
précédemment identifiées. Ces pré-DC pourraientc déime identiques aux monocytes
plasmacytoides décrits par le Dr. Facchetti et Bx du sang DRCD11¢ décrites par
O’Doherty et al. (O'Doherty et al. 1994).
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Grouard et al. (Grouard et al. 199i8plérent par la suite des cellules CD11c
CD4'CD45RA" des amygdales et montrérent qu'elles avaient desctéristiques presque
identiques a celles de la sous-population de DC XeDiinmatures du sang périphérique et
correspondaient aux "cellules T plasmacytoidesdwu"monocytes” décrits dans les organes
lymphoides secondaires. Ces cellules mouraientdeapent en culture, mais en présence
d'interleukine (IL)-3 et de CDA40L, elles se diffiécaient en cellules avec une morphologie
de DC interdigitantes matures (Grouard et al. 199®ffet de survie de I'lL-3 sur ces
précurseurs de DC "plasmacytoides" dépend de lautehexpression de la chaloedu
récepteur a I'lL-3 (IL-3R ou CD123). Sur la base de la capacité des celpiéesnacytoides
a induire une différenciation des cellulesh@&lper de type 2 (§2) en réponse a certains
stimuli, le nom de précurseur de DC de type 2 (p&Cété proposeé. Les précurseurs des DC
myeéloides, qui favorisent une réponsgl,Tfurent nommées pDC1 (Rissoan et al. 1999).
Cependant, a cause de la flexibilité des DC conwentlles et plasmacytoides pour donner
naissance a des réponsed Bu T42, le terme descriptif "DC plasmacytoideplaGmacytoid
dendritic cells= PDC) est maintenant préfére.

En 1999, Siegal et al. (Siegal et al. 1960Lella et al. (Cella et al. 199@entifierent
définitivement les PDC du sang périphérique etatganes lymphoides secondaires comme
étant identiques aux cellules productrices d'IFdpomsables de la production d'IFN de type |

dans le sang périphérique en réponse a la plupanticus.

2.2. Origine et phénotype des PDC humaines

Chez 'lhomme, les MDC et PDC semblent issues deeég distinctes (myéloide et
lymphoide, respectivement). De nombreuses évidesuggerent que les PDC sont d’origine
lymphoide.

Comme les MDC, les PDC humaines sont I¥ft positives pour CD4 et HLA-DR,
mais bien qu’elles aient été nommeées "monocytesTdaytoides” a cause de leur expression
de CMH de classe Il et d’antigénes myéloides conen€D68, elles n’expriment pas la
plupart des antigénes exprimés sur les celluledaidgs, comme le CD11b, CD11c, le CD13
ou le CD14(voir tableau 02)ni les récepteurs du mannose (Ito et al. 199%iri®on et al.
1999). Au contraire, elles expriment les marqudymsphoides CD2, CD5 et CDibut
comme les transcritsodant pour la chaine pré-d (Spits et al. 2000)A-like, V pré-B
(Rissoan et al. 2002), caractéristiques des lymybeecB et T.Les réarrangements du gene

IgH D-J peuvent également étre trouvés dans les, P23 pas dans les MDC (Rissoan et al.
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Phénotype MDC innmatures PDC immatures
Margueurs myéloides=
CDIlh
CDllc
CD13E
D14 - -
D33
Marqueurs Iymphoides
Pré-Tix - +
Igl-like 141 - +
Spi-B S +
Pattern Recognition Recepiors
TLE1 +
TLERzZ +
TLE= ++
TLR4 +
TLES +
+
_'_'_
+

++ o+

+
x

TLEA
TLEY
TLEZR
TLER
TLE10
Ilatmose B +i- -
BDCAZ S +
CDla b, e, d +- -
Autres antgénes exprimés differentellement
CDg +
CDASES S
CDASREO +
IL-3R +
CGM-CEFR +
BDiCAS +
BDCA 4 -
ILT1 +
ILTS -

Foncton

Production d'IFH-cS + -

Production J4'TL-12 ++ -

Phagoecytose + -
Tableau 02.Phénotypage des DC humaines du sang périphéricaered (Liu 2005). Le CD33 a été

décrit sur les PDC par (Garnache-Ottou et al. 2005)

2002; Corcoran et al. 2003). De plus, les PDC mtése une faible activité phagocytaire et ne
se différencient pas en macrophages aprés cultuer d& GM-CSF dranulocyte
macrophage-colony-stimulating facjaet le M-CSF hacrophage-colony-stimulating facjor
(Grouard et al. 1997). Elles expriment aussi ldéefacde transcription Spi-B (retrouvé dans
les cellules T et B en développement, mais ni dassmonocytes, ni dans les cellules T
matures),qui serait impliqué dans le contréle de leur déféiation (Schotte et al. 2003).
Finalement, le développement a partir de la ceioleche CD34des PDC, des cellules T et
B mais pas celui des MDC, est bloqué par I'expassictopique de 1d2 ou Id&hibitor of
DNA-binding (Spits et al. 2000), des inhibiteurs de factedgstranscription contrblant le
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développement de la lignée lymphoide, suggérariengamt une appartenance des PDC a la
lignée lymphoide.

Les PDC immatures sont retrouvées au niveau sanauie un phénotype linCD4',
HLA-DR*, CcD123™" (IL-3Ra), CD11¢, CD14, CD45RA, ILT1, ILT3", BDCA-Z,
BDCA-4" (Dzionek et al. 2000). Contrairement aux PDC, le®@sont ILTTILT3"
(Banchereau et al. 2000). ILT1 et ILT3 appartienréeta famille de récepteurs inhibiteurs ou
activateurs ILT immunoglobulin like transcriptg LIR = leucocyte immunoglobulin-like
receptory, de la superfamille des immunoglobulines, impéisudans les mécanismes de
surveillance immune. ILT3 appartient au groupe €éeepteurs inhibiteurs possédant des
motifs ITIM (Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory moititracytoplasmiques, alors que
ILT1 appartient au groupe de récepteurs activatepossédant des motifs ITAM
(Immunoreceptor tyrosine-based activatory motiftracytoplasmiques. BDCA-2 est une
lectine C de type Il exprimée par les PDC et quiejait un rble dans I'internalisation des
antigénes. Ce marqueur spécifique est rapidememnltupgur les PDC matures en culture
(Dzionek et al. 2001). BDCA-4 (ou Neuropilin-1) esnh récepteur multifonctionnel
initialement décrit dans le systéeme nerveux quiagignt a la classe des sémaphorines 3. Il
est exprimé sur les cellules endothéliales et tateer comme récepteur pour différents
membres de facteurs de croissance de la familleFV&@scular endothelial growth factpr
et joue un réle dans I'angiogénése. De plus, itéangontré récemment qu’il était impliqué
dans la synapse DC / lymphocytes T durant la répprisnaire par interaction homophilique
(Tordjman et al. 2002). BDCA-4 est spécifiquemexprané sur les PDC dans la moelle
osseuse et le sang. Dans les ganglions, il peae&primé sur des fractions lymphocytaires T
CD4" (Dzionek et al. 2002). En culture, BDCA-4 peueétrduit sur les monocytes, les MDC
générées a partir de monocytes (MoDC) et une fnacte MDC générées a partir de CD34
'expression de BDCA-4 sur les PDC n’est pas pereneculture comme c’est le cas pour
BDCA-2.

Deux autres marqueurs identifiés par Dzionek pdaanetde différencier les PDC
circulantes : contrairement aux MDC, les PDC n’axent pas BDCA-1 (CD1c) ni BDCA-3
(Dzionek et al. 2000). Les PDC expriment aussimetécules d’adhérence comme CD11a,
CD18, CD44, CD49e, CD31 (PECAM-1) et CD54 (Grouatdal. 1997). Elles n’expriment
pas a l'état basal la molécule de costimulation GD®ais expriment faiblement CD86
(Grouard et al. 1997). Par ailleurs, le transcgitgganzyme B est fortement exprimé dans les

PDC et faiblement dans les monocytes et MoDC dtalétecté par cytométrie de flux au
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niveau intracytoplasmique dans les PDC, en paiticapres activation (Rissoan et al. 2002).

En revanche, il n’a pas été observé de transaita gerforine.

2.3. Phénotype des PDC murines

Tout comme les PDC humaines, les PDC murines isal@éesang ou développées en
culture n’expriment pas les antigenes de surfaedux cellules T (CD3, CP8u le TcR),
ni les antigenes liés aux cellules B (CD19, CD20esuanticorps de surface), ni les antigénes
lies au phénotype myéloide (CD14 et CD11b) (Hochret al. 2002). Il existe peu de
différences entre les PDC des deux especes, mais sint de taille. En effet, les PDC
humaines expriment CD123, a la différence de ldmrmologues murines. D’autre part, les
PDC murines expriment CD45R/B220, Gr-1, CD11c eB&[alors que les PDC humaines
n'expriment pas ces marqueurs. L'antigene CD45R0B22t largement exprimé par les
cellules B murines et peut aussi étre retrouveuserpetite fraction de cellules NK et de DC
dérivées du foie. L’antigene Ly-6G (Gr-1) est ttamtinellement un marqueur de granulocytes
et de monocytes. Sur les PDC murines, son expresssd dépendante de la souche.
L’expression de CD8 ne peut pas vraiment étre dénée comme un marqueur de "DC
dérivée du lignage lymphoide" car I'expression de8& semble étre un marqueur de
maturation ou d’activation pour les PDC murines,igrihse pourrait que les précurseurs

myéloides soient également capables de donneanaiss des DC CDS8

2.4. Morphologie des PDC humaines

A\ Ve

ﬁf‘. SN B .0n288kU 440E3 BE3I1-96 SE
Figure 02.Morphologie des PDC en microscopie électroniqualayage grossissement x 7000 (a gauche
transmission grossissement x 3000 au repos (ategettaprés 6 jours de culture en IL-3 et CD40Ur(@ite).

D’aprés (Grouard et al. 1997; Colonna et al. 2004).
En microscopie optique, sur lames en coloration M@tay-Grinwald Giemsga les

PDC humaines immatures ressemblent a des plasmod@ites sont Iégerement plus petites
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Encadré 1: Les IKDC

Les IKDC (Interferon-producing Killer Dendritic Cells) ont été décrites trés recemment chez
la souris dans deux articles (Chan et al. 2006; Taieb et al. 2006) comme étant un nouveau type
de cellules du systeme immunitaire, partageant plusieurs caractéristiques des DC et des
cellules NK. Elles possédent des activités cytotoxique et anti-tumorale, produisent des
interférons et développent une capacité de présentation de lI'antigéne.

Caractéristiques communes avec les NK :

- expression de CD49b, NK1.1 et NKG2D.

- production de la cytokine inflammatoire IFN-y en
réponse aux cytokines inductrices IL-12 et IL-18.

- apres activation, cytotoxicité envers des cellules
cibles, dépourvues de molécules du CMH,
particuliéres, avec reconnaissance par I’intermédiaire
de récepteurs de type NK comme NKG2D.
Caractéristiqgues communes avec les PDC :

- expression modérée de CD11c (marqueur de PDC et
MDC).

- expression de B220 (marqueur des PDC et des
cellules B).

a4  TLRo
ligands

Imatinib mesylate (Gleevec)
+ -2

it ‘t L
Innate .!, °pt9¥° .
immunity l v p

- production d’IFN-o aprés activation par les ligands
du TLR9 (CpG), mais plus faible et variable que pour

= les PDC.
Caractéristiqgues communes avec les MDC :
- aprés activation, acquisition d’une grande quantité
de molécules du CMH de classe Il et présentation de
I’antigéne aux cellules T.
N\ :p_ Initiation de I'immunité a cellules T ? (Chan et al.
Adaptive | T,@“’ 2006) :
immunity . Les IKDC activées peuvent présenter efficacement un
(?) o peptide ovalbumine & des cellules T transgéniques

reconnaissant spécifiguement I’ovalbumine, mais ce
peptide pourrait se lier directement aux molécules du
CMH de classe Il de surface et n’aurait donc pas
besoin de I’apprétement intracellulaire. Au contraire, les IKDC sont beaucoup moins efficaces
pour la présentation d’ovalbumine intacte, qui nécessiterait d’étre capturée et dégradée en un
peptide antigénique. Les IKDC ressemblent donc pour cet aspect aux PDC, qui ont des
capacités d’apprétement et de présentation de I’antigene limitées.

Figure 1. Les multiples fonctions des IKDC.
D'aprés (Shortman and Villadangos 2006).

Implication en immuno-surveillance ? (Taieb et al. 2006) :

Dans un modele de mélanome, une thérapie combinée d’IL-2 et d’imatinib mésylate
(Gleevec) induit I’infiltration des IKDC murines activees dans la masse tumorale.

Ces IKDC activees produisent de I’IFN-y qui induit a son tour I’expression de TRAIL a la
surface des IKDC activées. Les IKDC murines reconnaissent ensuite et tuent les cellules
tumorales de fagon dépendante de TRAIL.

Cet exemple d’implication des IKDC en immunosurveillance ne permet cependant pas de
conclure a une fonction courante de ce nouveau type cellulaire, le phénomene n’ayant pour
I’instant été observé que dans le cas de ce traitement des souris.



que les monocytes CDI14mais plus grosses que les lymphocytes au repies. ésentent
un noyau excentré réniforme et ont un cytoplasnsefiizile qui contient une zone Golgi péle.
En microscopie électronique a balayageir fig.02), les PDC présentent une
morphologie lymphoide lisse et ronde et mesureni8 pm de diamétre.
En microscopie électronique a transmissionir fig.02), les PDC présentent des
noyaux avec de I'hétérochromatine marginale et ytoptasme contenant un réticulum

endoplasmique rugueux bien développé.

2.5. Différenciation et survie des DC

Les MDC peuvent étre généréasvitro a partir des progéniteurs CD34, en présence
de GM-CSF et deumor necrosis factor-alph&TNF-a) (Caux et al. 1996). Elles peuvent
€galement étre obtenues a partir de monocytes;gsence de GM-CSF et d’IL-4 (Romani et
al. 1996).

A la différence des MDC, les PDC ne semblent passster de GM-CSF pour leur
développementl.es étapes et le contréle du développement des mRD€bnt pas totalement
compris. Jusqu’a aujourd’hui, le Flt3fn{s-like tyrosine kinase 3 ligahdemble étre la seule
cytokine critique pour le développement des PDC artirp des cellules souches
hématopoiétiques chez I'homme et la souris (Bloal.e2000; Chen et al. 2004). La capacité
du FIt3L a induire le développement des PIDCGrivo a été confirmée par des expériences
montrant que l'administration de FIt3L a des volorgs humains conduisait a une
augmentation du nombre des PDC du sang périphé(Rulendran et al. 2000). Les PDC
peuvent également étre générimegitro a partir de progéniteurs CD34 isolés du foie foelal
la moelle osseuse ou du sang de cordon en préderfd&8L pendant 2 a 3 semaines (Blom et
al. 2000), owsous l'action de la thrombopoiétine et du FIt3Lgkt al. 2004), ou a partir de
progéniteurs CD3€£D38 du foie foetal co-cultivés pendant 1 semaine avee lignée
cellulaire stromale murine (Spits et al. 2000). €aant, ces méthodes de génération sont
plus longues et compliquées pour obtenir des PDxpqur I'obtention des MDC.

L’IL-3 est la cytokine indispensable a la survieada maturation des PDC en culture
(Grouard et al. 1997). La présence de virus peaunssi leur maintien en culture. Sans ces

facteurs, elles meurent rapidement par apoptose.
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2.6. Méthodes d'isolement

Les méthodes de génération des PDC étant difficilesettre en ceuvre, une autre
maniére d’obtenir ces cellules pourrait passelgarisolement a partir du sang ou d’organes
lymphoides. Au moins trois méthodes différenteséa@tdéveloppées pour isoler les PDC du
sang et des amygdales humains. Leurs caractédstigt I'écart entre les efficacités de
purification qu’elles générent pourraient expliqles divergences de résultats obtenus avec
des PDC isolées.

(1) isolement des cellules CB2D11¢LIN™9(CD3, CD14, CD16, CD19, CD56) par
tri des cellules immunofluorescentes en trois amsléGrouard et al. 1997) ;

(2) isolement des cellules CDIPSHLA-DR'LIN™® par tri des cellules
immunofluorescentes en trois couleurs (Olweus.€t37) ;

(3) isolement des cellules BDCA-2ou BDCA-4 par tri de cellules
immunofluorescentes ou tri des cellules par bifteggnétiques (Dzionek et al. 2000; Dzionek
et al. 2001).

Dans tous les cas, ces méthodes prennent du termpsun colt assez conséquent.

3. Répatrtition des PDCin vivo et migration

L’identification de PDC humaines dans le foie,Hgrhus et la moelle osseuse foetaux
suggere gu’elles se développent a partir de cslisbeiches hématopoiétiques dans ces tissus
lymphoides primaires (Spits et al. 2000). Au cadesla vie adulte, les PDC semblent étre
produites constamment a partir de la moelle ossefis€état physiologique, les PDC
retrouvées sous forme immature dans le sang sentdiules naturellement productrices
d’'IFN (IPC). Elles représentent environ 0,5% desVIEB(peripheral blood mononuclear
cells). Elles sont également localisées dans les zorearafolliculaires paracorticales (mais
pas au niveau des centres germinatifs) des gamsgiyomphatiques, dans les amygdales, dans
le thymus, et dans le tissu pulmonaiBemedts et al. 20054 l'inverse, elles n'ont jamais
été observées au niveau des sites effecteurs atirent exposés aux antigénes tels que les
mugqueuses ou la peau en situation physiologiquenaer Dans les ganglions lymphatiques,
les PDC sont observées dans les zones prochegideses post capillaires (HEV), suggérant

leur extravasation a partir du sang dans les gamgjlisans passage par le circuit lymphatique.
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Peu d’informations sont disponibles concernant refid des PDC en condition
d’homéostasie. La littérature est Iégerement phandante sur leur migration en condition
d’'inflammation ou d’infection virale.

A la différence des MDC, en conditions d’homéostades PDC n'ont pas été
retrouvées dans les tissus périphériques, suggénantapacité migratoire différente entre les
deux types de DC, malgré une expression et une lattmtusimilaires de leurs récepteurs aux
chimiokines, dont CCR2, CXCR4 et la L-sélectine 2D). Seuls CCR5, CCR7 et CXCR3
sont clairement tres exprimés par les PDC alorisge’ sont faiblement par les MDC (Penna
et al. 2001). Les PDC du sang, contrairement &selé 'amygdale, expriment la L-sélectine
qui permet I'adhérence et le "roulement” des cedlidur I'endothélium des HEV (Cella et al.
1999). La L-sélectine subirait un clivage protéiolye lors de I'entrée dans les organes
lymphoides secondaires. Son expression sur les é@@antes leur permettrait de migrer
constitutivement dans les ganglions par la voigsare.

Alors gque les MDC peuvent répondre a plusieurs kimes homéostatiques et pro-
inflammatoires telles que RANTESe@ulated-upon-activation normal T cell CCL5 et
MCP (monocyte chemoattractant protgifl / CCL2,in vitro, les PDC fraichement isolées
sont plutdt attirées par la chimiokine d’adressages les ganglions SDF-ktomal cell-
derived factor 1/ CXCL12 , ce qui suggeére leur propension nakeii@imigrer non pas au site
de l'inflammation comme les MDC, mais plutot vees brganes lymphoides secondaires. En
conditions d’homéostasie, les PDC sanguines imreatoépondent a SDF-1 (produite de
facon constitutive par les cellules endothélialassdles organes lymphoides secondaires),
ligand du CXCR4 présent a la surface des PDC, gnami depuis le sang vers les ganglions
lymphatiquesvia les HEV (Penna et al. 2002). Plus récemment, uine atécepteur
chimiotactique, ChemR23, a été identifié commetéaprimé et fonctionnel a la surface des
PDC, tandis que son ligand, la chémerine, estueésur la surface luminale des HEV et de
'endothélium inflammé, suggérant un roéle de cepteulans le trafic des PDC (Vermi et al.
2005).

La migration des PDC vers les ganglions lymphasgae repos pourrait donc étre
favorisée par la L-sélectine qui permettrait I'acimee de la cellule sur I'endothélium et son
ralentissement, facilitant ainsi sa réponse a SDErLrevanche, aprés interaction avec des
stimuli de type "pathogéne" (virus, oligodéoxynatides CpG, ou cellules exprimant
CD40L), I'expression des récepteurs aux chimiokindammatoires diminue a la surface des
PDC et leur migration pourrait étre dirigée par GCRui interagit avec les chimiokines

CCL19/MIP3 et CCL21 exprimées par les HEV et les cellulesnsales dans les zones
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riches en cellules T (Cella et al. 1999). Les POrpient donc migrer préférentiellement
vers les organes lymphoides secondaires plutoveuseles sites de I'inflammation (Penna et
al. 2001). Dans le méme temps, les PDC sécrétenhadgs niveaux de chimiokines
inflammatoires qui pourraient attirer d’autres PBhs les ganglions lymphatiques, induisant
la formation d’amas (Krug et al. 2002).

En effet, dans plusieurs situations inflammatoites,PDC ont été décrites dans des
organes lymphoides (ganglions lymphatiques réacifsygdales) et non-lymphoides (peau,
muqueuses). Dans les organes lymphoides secondéaaesfs, les PDC ont été trouvées
principalement inactivées et localisées dans laezonproches des HEV postcapillaires,
suggérant leur entrée a partir du flux sanguin.fes, les PDC expriment le récepteur
CXCR3 pour les chimiokines inductibles par IFN(Mig/CXCL9, IP-10/CXCL10 et
ITAC/CXCL11) libérées par les HEV pendant I'inflamation ou apres exposition au virus.
Récemment, il a été montré que les ligands de CX@®Rfmentaient la réactivité a la
chimiokine constitutive SDF-1, suggérant un rolempees ligands dans I'entrée des PDC dans
les ganglions lymphatiques réactifs (Vanbervlietabt 2003). Une fois dans le ganglion
lymphatique inflammé, les PDC pourraient produieegdandes quantités d’'IFN de type | afin
de protéger les cellules des infections viralepeemmettre la survie des cellules T activées par
'antigene (Cella et al. 1999).

Quant aux PDC leucémiques (LPDC, dont nous remarteplus tard) présentes dans
les lésions cutanées et les ganglions lymphatigogahis, elles expriment CXCR3, CXCR4
et CCR7, et leurs ligands respectifs Mig, SDF-M&P3[3 sont exprimés par les cellules du
microenvironnement de fagon concomitante. Les LRB@riment également CCR6. Elles
sont capables de migrer en réponse aux ligandsXd€dr@, CCR2, CCR5, CCR6 et CCR7, et
les ligands de CXCR3 sont capables d’augmentegép@nse au SDF-1. L’activation des
LPDC induite par IL-3 ou le virus conduit a la dimation d’expression de CXCR3 et
CXCR4, et a 'augmentation d’expression de CCR8peige a la perte de réponse envers
SDF-1, et a l'acquisition de sensibilité envers @E@LL’accumulation préférentielle de LPDC
dans la peau ou les ganglions lymphatiques poutmait étre orchestrée par les ligands de
CXCR3, CXCR4, CCR6 et CCR7, trouvés dans les strastnon-tumorales des organes

envahis (Bendriss-Vermare et al. 2004).
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4. Reconnaissance des pathogéenes et capture d’aptigs

par les PDC

Une des caractéristiques propres des PDC, par ntapp& MDC, concerne leurs
récepteurs de reconnaissance de pathogénes etdporses a une invasion microbienne ou
virale. En effet, les deux sous-populations de Rfrimment des éventails différents de TLR,
les récepteurs de reconnaissance des motifs meerelhiautement conservés de la drosophile
a 'homme (Janeway and Medzhitov 2002; Takeda .eR@0D3) et ont donc des fonctions
orientées et spécialisées.

Ainsi, tandis que les MDC expriment les TLR1, -3, -4, -5, -6, -8 et -10
reconnaissant les bactéries a la surface cellulesePDC expriment les TLR-1, -6, -7, -9 et -
10 reconnaissant les virus et les bactéries dansdmpartiments endosoma(uoir tableau

02 et figure 03)Jarrossay et al. 2001; Ito et al. 2005).

Conposants de la paroi LPS
cellulaire hactérienne l

(peptidoglycane, acide X
Hipotéichoique..) @ w

Flagellin

- © fac mﬂ : g
- 'Q'SS_J 'G-é i < | o
CYTOPLASME b -‘.- o
£ Gl ' ; el J-
écoﬁﬁm oy :\“\ ssRMA ‘~ " Y et
i i NGK ouimidazo-g °) 4 b dsDNA
" TRIF L% n“;l._‘.""""‘”‘" i quinolines . TLR8| ou CpG ODN
. _— > ssRNA Y |
d:ENA <y ouimidazo-
oupolyI-C % yuinolines
MDC FDC

Cytolanes pro-inflatnmatones IFN de type I

{(TNF-ce, IL-6, IL-12...)

Figure 03.Expression différentielle des TLR et activation sécutive pour les MDC et PDC.
Adapté ddnvivogen (ss = simple brin ; ds = double brin)

En accord avec ces profils d’expression des TLR,deux sous-populations de DC

reconnaissent des pathogenes difféerents et induikEnréponses propres a chaque type de
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DC, ce qui leur octroie un réle complémentaire. shines MDC répondent aux ligands
microbiens connus pour le TLR2 (peptidoglycanedadipotéichoique) et le TLR4 (LPS) en
produisant de grandes quantités de cytokines glarmatoires comme [ENF-a, I'lL-6 et
I'lL-12 (Kadowaki et al. 2001), tandis que les PPfduisent de grandes quantités d’IFN de
type | en réponse aux virus a ADN et aux oligodenxcyeotides CpG (CpG ODN) (ligands
du TLR9) ou aux ARN viraux simple brin (ligands @uR7) (Ito et al. 2005).

Les voies de signalisation des TLR et leurs ligagdsont décrites de fagon plus
approfondie dans la®?® partie de lintroduction("Reconnaissance des pathogénes, et
ensuite")

Par ailleurs, les MDC et les PD&xpriment différentes lectines. Les MDC mais pas
les PDC expriment les récepteurs au mannose etepeuspidement ingérer de grandes
quantités d’antigénes solubles ou particulaires menOVA (Burgdorf et al. 2006), le
dextran-FITC (Grouard et al. 1997; Robinson etl@b9) et le zymosa(Reis e Sousa et al.
1993). Elles expriment aussiles récepteurs DECBDIC-SIGN alors que les PDC
expriment spécifiguement une lectine unique recenpar I'anticorps monoclonal BDCA-2
(Dzionek et al. 2000).

Une étude suggere que les PDC pourraient captargigenevia BDCA-2, dans le
sang et les tissus lymphoides (ganglions lymphofaygdales, thymus) pour I'appréter et le
présenter aux cellules T (Dzionek et al. 2001). &lurs, la liaison d’anticorps a BDCA-2
inhibe la production d’'IFNx par les PDC en présence de virus, de CpG ODN ou de
complexes immuns ADN / anticorps anti-ADN doubl@&ltels qu’on les rencontre dans le
lupus). Cette inhibition pourrait participer au déble la différenciation des PDC immatures
en PDC matures, liée a la capture d’antigene pBDIEA-2, qu’elle en représente une cause
ou une conséquend®zionek et al. 2001). Ce mécanisme d’inhibitionIdleN-a pourrait
étre dd a l'apparition de calcium intracellulairand les PDC ayant lié un anticorps anti-
BDCA-2 (Kerkmann et al. 2003). Une autre étudeorete les mémes propriétés pour I'lLT7
(appelé également CD85g et LILRA4), un réceptemioéf ITAM sélectivement exprimé a la
surface des PDC humaines et qui se lierait a |&jp® adaptatrice ERIly par laquelle il
transmettrait son signal, pour former un compledeepteur (Cao et al. 2006). La liaison de
CpG ou du virus deihfluenzasur I'lILT7 inhiberait la transcription et la sétich d’'IFN de
type | et d'autres cytokines, en induisant une vde signalisation passant par la
phosphorylation de kinases de la famille Src eiad@nase Syk et par I'induction d’'un influx

de calcium. La liaison au récepteur de haute afilgE qui induit le signal par ERIly inhibe
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Encadré 2: Les différents types d'interférons (IFN)

Les IFN de type | appartiennent a la famille des cytokines a-hélicoidales de classe 11, qui
inclut I''FN-y de type Il (Schroder et al. 2004), les IFN-A nouvellement identifiés, I'IL-10 et
plusieurs homologues de I'lL-10 (IL-19, IL-20, IL-22, IL-24 (Mda-7), IL-26 (AK155))
(Pestka et al. 2004a). Les IFN de type I englobent 7 classes: IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-x,
IFN-m, IFN-6 et IFN-t (voir tableau 1).

. N . Chaine 1 du Chaine 2 du Voies de transduction du
Ligands Autres noms espéce/tissu A P )
récepteur récepteur signal
IFN de type | IFN-a Mammiferes IFN-aR1 IFN-aR2 Jakl, Tyk2
IFN-B Mammiféres Statl, Stat2, Stat3
IFN-8 Porcins Stat4, Statb
placenta humain
IFN-¢ ot murin PI3K
kératinocytes
IFN-x humains vt Akt
trophoblaste des
IFN-t rurﬁinants NF«B
IFN-® Mammiferes MAPK
IFN-C (Limitine)  Souris p53
PRMT1
IFN de type Il IFN-y Mammiféres IFN-yR1 IFN-yR2 Jak1, Jak2
Statl, Stat3, Stat5
PI3K
Akt
NFxB
MAPK
IL-28A IFN-A2 Mammiferes IL-28R1 IL-10R2 Jakl, Tyk2
IL-28B IFN-A3 Mammiferes Statl, Stat2, Stat3
IL-29 IFN-A1 Mammiferes Statb

Tableau 1. IFN et protéines "IFN-like". Adapté de (Pestka et al. 2004b).

Parmi ceux-ci, les IFN-3 (Lefevre et al. 1998) et -t (Martal et al. 1998) ne sont pas trouvés
chez I'hnumain, I'lFN-g (Hardy et al. 2004) est exprimé dans le placenta et pourrait jouer un
role dans la reproduction, et I'IFN-x (LaFleur et al. 2001) est exprimé dans les kératinocytes.
L'IFN-B est représenté par un seul membre, tandis que les génomes humain et murin
contiennent tous deux plus de 20 genes IFN-« différents, parmi lesquels 13 codent pour des
polypeptides fonctionnels (voir tableau 2). Les genes IFN-a multiples, dépourvus d'introns,

Genes

[FNAL
IFNAZ2
IFNA4
[FNAS
IFNAS
IFNA7Y
IFNAS
IFNATO
IFNAT3
IFNAT4
IFNALS
IFNALY
IFNAZ |
IFNAP22

Proteins

IFN-2D, IFN-=1

IFN-oA (IFN-22a), IFN-02 (IFN-02b), IFN-o2c
[FN-z4a (IFN-276), IFN-24b

IFN-2G, IFN-25, IFN-u61

IFN-2K, IFN-26, IFN-254

IFN-g2), IFN-e 1 IFN-o7

IFN-2B2, IFN-2B, IFN-8

IFN-22C, WIFN-210, WIFN-=L, IFN-o6L
IFN-213 (sequence identical to IFN-xl)
IFN-oH, IFN-aeH T IFN-oc 4

IFN-aeWA, IFN-a1 6, IFN-2:O

IFN-22l, IFN-e217, IFN-288

IFN-o2F, IFN-02 |

YIFN-akE

Tableau 2. Génes et protéines d'IFN-a humain. D'aprés
(Pestka et al. 2004b).

et une localisation chromosomique distincte, et, a la différence des IFN-q, ils ont plusieurs
introns. De plus, ils n'utilisent pas le récepteur de I''FN-o (IFNAR) mais induisent leur
signalisation via un récepteur hétérodimérique compose d'une chaine R1 de liaison a un

ligand spécifique (appelée aussi IL-28R), et d'une seconde chaine (IL-10R2) qui sert aussi de
sous-unité R2 pour les récepteurs a I'lL-10, I'lL-22 et I'lL-26.

semblent avoir été générés par
duplications et recombinaisons
répetées. Récemment, deux groupes de
recherche ont identifié une nouvelle
classe de cytokines ressemblant a des
IFN de type I, appelées IFN-L1, A-2 et
A-3 (Kotenko et al. 2003), ou IL-28A,
IL-28B et IL-29 (Sheppard et al. 2003)
respectivement, auxquelles on peut
ajouter I'FN-C ou limitine (Oritani et
al. 2000). Bien que les IFN-A soient
fonctionnellement similaires aux IFN
de type I, leurs genes ont une séquence



egalement la production d’'IFN de type | induite peg PDC humaines (Novak et al. 2004;
Schroeder et al. 2005), tout comme la liaison aepteur NKp44, qui induit le signaia
'adaptateur a motif ITAM DAP12 (Novak et al. 200Buchs et al. 2005). Ces récepteurs
seraient donc responsables de la régulation négdévia sécrétion d’'IFN de type | par les
PDC humaines.

Mis a part I'hnypothése du BDCA-2, peu de chosed sonnues au sujet de la capture
d’antigenes par les PDC. Elles semblent moins afés que les MoDC pour I'endocytose
d’antigenes solubles ou cellulaires, mais sont lgi@ggade capturer du matériel cellulaire
provenant de cellules vivantes exposeées au virlidrdlienza(Lui et al. in preparation).

Apres capture d'un antigéne protéique entier (t@xitétanique), les PDC
préalablement exposées 2 jours a IL-3 et TN&equiérent de maniere temporaire la capacité
de stimuler des lymphocytes T CDdutologues spécifiques. De la méme maniére, 68 PD
ont la propriété particuliere de présenter efficaeet des néo-antigenes (tels que KLH
(Keyhole Limpet Hemocyan)na des lymphocytes T autologues spécifiques deanéigenes
(Kohrgruber et al. 1999). A la difference des MO&s PDC ne semblent pas capables de
présenter les antigénes lipidiques aux cellule€i.effet, les MDC, mais pas les PDC,
peuvent présenter I'alpha-galactocéramide aux Niil'le CD1d (Kadowaki et al. 2001).
Cette caractéristique peut s'expliquer par ledag les PDC n’expriment pas les molécules
CD1a, b, cetd.

Ces données suggerent que les lignées humaine®@edtide PDC ont évolué pour
reconnaitre préférentiellement différents antigewes pathogénes et pourraient activer

différentes réponses immunéa les cellules T.

5. Activation des PDC

La PDC semble ainsi représenter une entité cealdulanique au sein du systeme
immunitaire, qui joue des réles différents en famttde son état de maturation, avec : 1°)
apres activation par un motif bactérien ou virale fiorte capacité a sécréter de I'lFN de type
| (Seeds et al. 2006) et une action en tant qualeetffectrice dans les réponses immunes
innées anti-microbiennes et anti-virales, et 2tegapture d’'un antigene, une capacité a se
différencier en cellule présentatrice d’antigenefgssionnelle pour initier les réponses
immunes adaptatives.

Les PDC immatures expriment de faibles niveaux BHGle classe Il et des niveaux

faibles a indétectables de CD80 et CD86, et elwd sicapables de stimuler une forte
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Encadré 3: Les voies de signalisation des IFN de type [ et 11

Les IFN de type I et II se lient a leurs récepteurs de surface cellulaire spécifiques (IFNAR1/2
et IFNGR1/2) et activent les Janus kinases (JAK) qui sont liées en permanence a ces
récepteurs (JAKI et la tyrosine kinase 2 (TYK2) pour IFNAR, et JAKI et JAK2 pour
IFNGR). Les JAK activées phosphorylent des résidus tyrosine dans le récepteur, ce qui créé
des sites d'ancrage pour les transducteurs de signal et activateurs de transcription (STAT)1
pour I'TFNGR et complexes STATI-STAT?2 pour I'TFNAR. Les STAT associés aux récepteurs
sont phosphorylés sur des résidus tyrosine par les JAK associées aux récepteurs. Les STAT
phosphorylés forment des homodimeres STAT1 aprés stimulation des récepteurs IFNAR et
IFNGR et des hétérodiméeres Type | IFN Type Il IFN (FN-7)
STATI-STAT?2 aprés stimulation IFMNART IFMNAR2

du récepteur IFNAR. Ces dimeres (J)p
IFMNGRA

vont ensuite dans le noyau pour
Py e
D
Nuclear s
membrane ,—\
concertée conduit a la génération ANV

induire l'expression des geénes
stimulés par I'FN (Interferon-
Stimulated Genes = ISG). Les

homodiméres STAT1 (a-IFN-

activated factor = AAF) se lient

aux séquences promotrices du site

activé par I'l[FN-y (y-IFN-activated

site = GAS) et les hétérodimeres

STATI1-STAT?2 s'associent avec la

protéine nucléaire p48, appelée

djun "_éta‘F anthI_ral"' Bien flue la Figure 2. Voies de 51gnahsat10n des IFN de type I et II. D'apres
signalisation via les dimeres (Decker et al. 2005).
STATI1/STAT2 et STATI1/STATI
soit la mieux caractérisée, une variété d'autres voies de signalisation peuvent aussi étre
activées (Platanias 2005). Certaines d'entre elles sont révélées en l'absence de STATI
(Nguyen et al. 2000a), dépendent de STAT4 (Cho et al. 1996; Nguyen et al. 2002), pourraient
étre dépendantes de STAT2 mais indépendantes de STAT1 (Hahm et al. 2005), et/ou résultent
de l'activation de STAT3 ou 5 (Brierley and Fish 2002). La flexibilité qu'ont les récepteurs
aux IFN de type I pour accéder aux molécules de signalisation en aval pourrait étre régulée
par I'abondance relative des STAT eux-mémes (Nguyen et al. 2002).

Plasma
membrane

IFMNGR2

aussi facteur de régulation de
I'TFN 9 (IFN-Regulatory Factor 9
= IRF9) ou sous-unité y du facteur
3 des genes stimulés par I'TFN
(IFN-Stimulated Gene Factor 3 v),
pour former I'ISGF3, qui est un
complexe de transcription multi-
composants. Le tout se fixe sur les
séquences promotrices de
I'élément de réponse stimulé par
I'TFN (IFN-Stimulated Response
Element = ISRE) pour induire la |ggra
transcription stimulée par 1'IFN de
plus de 100 genes, dont l'action




prolifération de cellules T spécifiques de I'antigé(Grouard et al. 1997; Kadowaki et al.
2000). De nombreux signaux peuvent cependant iadlar différenciation des PDC
immatures en PDC matures, tels que I'lL-3 accompadm CD40L (Grouard et al. 1997) et
une variété de stimuli microbiens, dont les viriadowaki et al. 2000), les bactéries (Bauer
et al. 2001), les imidazoquinolines (Ito et al. 206t les CpG ODN (Kadowaki et al. 2001).

Alors que les PDC induites en maturation par I'lLeB le CD40L polarisent
préférentiellement les cellules T CDdaives vers la voiey R (production d’IL-4, IL-5 et IL-

10) (Rissoan et al. 1999), les DC induites en nadittm par le virus polarisent
préférentiellement les cellules T CDdaives vers la voiegl-like (production d’'IFNy et
d’IL-10) (Kadowaki et al. 2000). Ces études suggerpie les PDC présentent une plasticité
fonctionnelle en terme d'initiation de réponsedutaires T effectrices différentes, selon le
type de signaux de maturatigroir figure 05)

Durant la transition entre la PDC immature et laCPMature, une transformation
morphologique radicale s’effectue. Les PDC immatwuandes acquierent une morphologie
dendritique typique, étroitement associée aux fonsteffectrices spécialisées des PDC dans
la stimulation des cellules Tvoir figure 02 droite) Les dendrites permettent aux PDC
d’interagir efficacement avec plusieurs cellule@B&nchereau and Steinman 1998; Hugues et
al. 2004). Cette morphologie dendritique a été kli&eritein vitro, apres stimulation des PDC
immatures avec I'lL-3 ou les ligands des TLR (Gmauet al. 1997; Liu 2005).

Les changements fonctionnels des PDC immatures gatléles aux changements
morphologiques. Au stade plasmacytoide, les PDC aturas sont des cellules
professionnelles en termes de synthése de praéisecrétion potentielles, mais n’ont pas la
capacité d’appréter et présenter I'antigene (Siegal. 1999; Fiebiger et al. 2001; Salio et al.
2004). Au cours de la différenciation, les cellusjuiérent une capacité de présentation
d’antigéne, expriment une large gamme de molécdéego-stimulation importantes pour
l'interaction entre PDC et cellule T, et perdenirlpotentiel de production d’'IFN de type |
(Liu 2005). En méme temps, I'expression de réceptde 'immunité innée tels que TLR-9
diminue (Dzionek et al. 2001; Hornung et al. 2002).

6. Activation d'une réponse immune innée par les PO

La plupart des virus enveloppés a ADN (CytomégalsviCMV), Herpes Simplex
Virus (HSV)) ou a ARN (Sendai, oreillongyewcastle Disease VirugNDV), rougeole,

Influenza Vesicular stomatitis viru¢vSV), virus de 'immunodéficience humaine (VIHYe
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Encadré 4: Effets pléiotropiques de I'lFN de type | (1% partie)

Si la production d'IFN de type Il est restreinte aux lymphocytes T et aux cellules NK, tous les
types de cellules semblent capables de produire I'IFN de type | en réponse a une infection
virale. D'abord identifiés pour leurs propriétés antivirales (Isaacs and Lindenmann 1957), leur
implication dans le controle de la prolifération cellulaire et dans la régulation du systeme
immunitaire est maintenant clairement établie. La diversité de leurs effets confere donc aux
IFN un potentiel thérapeutique important.

1- Role antiviral:

L'activité antivirale des IFN de type | est a l'origine de leur nom d"interférons”, et elle sert
toujours pour définir I'unité d'activité de I'lFN (Pestka 1986). Le systéeme de I'lFN de type | est
indispensable chez les vertébrés pour le contréle des infections virales.

L'induction de la voie de signalisation de I'lFN de type | aboutit a la transcription de
nombreux genes, les ISG (de Veer et al. 2001), dont certains codent pour des protéines
antivirales. A ce jour, trois voies antivirales ont été clairement établies. Celles-ci comprennent
la protéine kinase stimulée par I'ARN double-brin (PKR) (Williams 1999), le systéeme 2'-5'
oligoadénylate synthétases (OAS)/RNaseL (Silverman 1994) et les protéines issues du gene
de résistance au myxovirus (Mx) (Isaacs and Lindenmann 1957; Haller and Kochs 2002). Mx
est une guanosine triphosphatase (GTPase) appartenant a la superfamille des grandes GTPases
ressemblant aux dynamines qui séquestrent les ribonucléoprotéines virales dans des
compartiments sous-cellulaires spécifiques. La PKR est une kinase a sérine-thréonine qui
phosphoryle les substrats en aval apres reconnaissance d'/ARN double-brin, dont le facteur
d'initiation de I'élongation (elF2a), ce qui entraine I'inhibition de la traduction protéique
(Samuel 2001). Les protéines OAS sont aussi activées par I'ARN double-brin, conduisant a la
génération de 2'-5' oligoadénylates, qui activent la ribonucléase L (RNase L), cette derniere
dégradant I'ARN cellulaire et viral (Samuel 2001). Cependant, méme en I'absence de ces
voies, I'lFN peut toujours induire une réponse antivirale via I'existence d'autres ISG multiples
ayant une activité antivirale (Zhou et al. 1999). Les protéines additionnelles issues de ces 1SG
sont I'ISG20 (Espert et al. 2003), la protéine de leucémie promyélocytique (PML) (Regad et
al. 2001), la protéine de liaison a la guanylate 1 (GBP-1) (Anderson et al. 1999), P56 (Guo et
al. 2000; Hui et al. 2003) et la désaminase a adénosine spécifique de 'ARN 1 (ADARL1)
(Samuel 2001). P56 se lie a une sous-unité du facteur d'initiation de la traduction eucaryotique
elF3 et supprime ensuite la traduction de I'ARN viral aussi bien que cellulaire (Hui et al.
2003; Wang et al. 2003). P56 et ADAR 1 sont tous deux capables de limiter la réplication du
virus de I'hépatite C (HCV) a un certain degré (Wang et al. 2003; Taylor et al. 2005).



méme que les cellules infectées par un virus, &slles tumorales, les bactéries (Gram-
positif et Gram-négatif) (Svensson et al. 1996),ARN double brin synthétique (Baron and
Dianzani 1994) activent la sécrétion par les PDE€ dgdokines inflammatoires, et de hauts
niveaux d’interféron de type | (IFB) correspondant a 100 a 1000 fois plus que la géant
produite par un autre type cellulaire sanguin @etlal. 1999; Siegal et al. 1999). Ces IFN de
type | régulent un éventail varié de cytokineseeir$ récepteurs, et inhibent directement le
cycle de vie intracellulaire du virysoir encadré n°4 "Effets pléoitropiques de I'lFE type

I"). En sécrétant de si grandes quantités d’'IFN de tyfes PDC pourraient également étre
importantes dans la stimulation de la réponse initawe innée de I'héte. En effet, il a été
décrit en particulier que I'lFd/[B orchestrait I'élimination des cellules infectééguamorales

en induisant I'expression diNF-related apoptosis-inducing ligan@imonet et al.) sur les
cellules NK (Sato et al. 2001), et les lymphocytd&ayagaki et al. 1999).

6.1. Sécrétion d’IFN de type | par les PDC
Si on suit la cinétique d’apparition de 'ARNm d#sN de type | dans les PDC

(Kadowaki et al. 2000; Ito et al. 2004), on trouy&gelles ne contiennent pas de transcrits

Phase précoce Phase tardive Voie spécifique dans les PDC
virus a ar L) virus a
6] [ {
) 7 ) X
e  (Rhedbig e

:

Fibx ohlasr@ —

x“"'\—\_.__:—'-"

Figure 04.Boucle de rétrocontrdle positive menant a 'augraton de sécrétion d’IFN de type | dans les
fibroblastes (deux cadres de gauche) et voie spéeifiux PDC qui expriment I'IRF7 de fagon consiii et
ne nécessitent donc pas de boucle de rétrocomodlela production d’'IFN de type | (cadre de drpidapté
de (Honda et al. 2006).
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Encadré 5: Effets pléiotropiques de I'IFN de type | (2°™ partie)

2- Controle de la prolifération cellulaire:

Les IFN-a/p suppriment la prolifération de nombreuses cellules normales et transformées
via la prolongation de la phase G1 du cycle cellulaire et un taux d'entrée en phase S réduit
(Creasey et al. 1980). L'IRF-1 semble médier I'inhibition de la croissance (Kirchhoff et al.
1993). La PKR et les 2'-5' OAS sont des genes cibles en aval de IRF-1 et ils influencent la
prolifération cellulaire en plus de leur importance en tant qu'agents antiviraux (Rysiecki et al.
1989; Koromilas et al. 1992). En sus de leurs effets cytostatiques, les IFN-a/p induisent
I"apoptose dans certains types de cellules. Les précurseurs des lymphocytes B sont tres
sensibles aux IFN-a/f, et meurent par apoptose (Wang et al. 1995; Shimozato and Kincade
1997; Kouro et al. 2001). En effet, le développement des lymphocytes B est severement
inhibé chez les souris surexprimant IRF-1 (Yamada et al. 1991), et le nombre de lymphocytes
B est réduit chez les souris auxquelles il manque IRF-2 (Matsuyama et al. 1993). Le role
normal de IRF-2 est de contrecarrer les effets de I'IRF1. Il est aussi connu que I'expression du
géne de I'enzyme de conversion de l'interleukine (IL)-1p (ICE) est dépendante de I'|RF-1
(Tamura et al. 1995). ICE est un homologue chez les mammiféres de gene de mort cellulaire
ced3 chez Caenorhabditis elegans.

3- Réqgulation du systéme immunitaire:

Les IFN-a/p peuvent influencer la prolifération, la différenciation et la fonction de types
cellulaires variés dans le systeme immunitaire. Par exemple, les IFN de type | suppriment la
prolifération spécifique de I'antigéne ou induite par un mitogéne des lymphocytes T CD4"
et CD8", bien qu'ils induisent une production d'lL-15 par les macrophages et que I'lL-15
puisse augmenter la croissance des cellules T (Tough et al. 1999). 1l a été également montré
qu'a l'opposé les IFN-a/p augmentaient I'activité lytique des cellules NK et des
lymphocytes T cytotoxiques (Ortaldo et al. 1983; Blackman and Morris 1985).
L'augmentation d'expression des antigénes de surface cellulaire du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) représente un mécanisme important pour lI'influence de I'lFN sur
I'immunité (Fellous et al. 1982). La voie perforine/granzyme, qui médie l'activité tueuse, est
aussi activée (Kaser et al. 1999). Les IFN-o/B modulent ensuite les fonctions du systeme
immunitaire en influencant la production de cytokines proinflammatoires comme I'lL-1, le
facteur de nécrose des tumeurs (TNF)-o et I'lL-8 (Schindler et al. 1989; Tzung and Cohen
1991; Oliveira et al. 1994).

4- Effets sur I'hématopoiese:

Les récepteurs aux IFN-o/f sont largement distribués sur les progéniteurs des cellules
hématopoiétiques dans la moelle osseuse. Ils semblent influencer la lympho-hématopoiése
dans les conditions de traumatisme ou d'inflammation. Les infections virales sont
fréquemment associées a une réduction transitoire du nombre de cellules circulantes du sang
comme conséquence de la suppression de la moelle osseuse (Rosenfeld and Young 1991).
Cette dépression de I'nématopoiese est principalement médiée par les IFN-o/f induits par les
virus (Binder et al. 1997). Les IFN-a/p induisent également la suppression de I'hématopoiese
en regulant I'expression des facteurs de croissance hématopoiétiques qui incluent I'IL-8, I'lL-
11, le Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) et le Granulocyte-CSF
(Oliveira et al. 1992; Aman et al. 1994; Aman et al. 1996).




ARNmM pré-existants pour les IFN de type | avamhsatation virale, mais que cet ARNm peut
étre détecté des 4h suivant la stimulation viraleque le niveau atteint un pic a 12h. Entre 6
et 12h apres la stimulation virale, environ 50%4’A&Nm total code pour les IFN de type |,
dont tous les types d’IFM; IFN-B, IFN-w, IFN-A, et IFN< (Liu 2005) (voir encadré n°2
"Les différents types d’interférons”Les PDC produisent la plupart des protéines ¢éFN-
durant les premieres 24h suivant la stimulatioralgir tandis que apres, elles fabriquent
seulement des quantités modérées d'tFNt deviennent réfractaires a une stimulation
secondaire avec le méme virus ou des virus différéniu 2005). Par ailleurs, les PDC
humaines produisent des quantités modérées dedl&Fd'IL-6, mais pas d’IL-&, d’IL-1[3,
d’IL-3, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IFNy, lymphotoxineer, ou GM-CSF au niveau protéique
aprés une stimulation virale. Ces résultats suggearee les PDC sont spécialisées dans la
production d’'IFN de type | en immunité innée amale.

Les mécanismes moléculaires expliquant la capdeisePDC a produire rapidement
une si grande quantité d’'IFN de type | aprés ummausation virale sont peu connus. La
régulation moléculaire de la production d’IFeNa été largement étudiée dans les fibroblastes,
et un modele de rétrocontrble positif a été progds@iguchi and Takaoka 200@)oir figure
04). Aprés infection virale, diverses molécules erttrean jeu pour aboutir a la
phosphorylation du facteur de transcription IRFa®ir 2°™ partie de [introduction
"Reconnaissance des pathogenes, et ensu@eli-ci est ensuite transloqué dans le noyau,
ou il active la transcription du géne de I'IFNL’IFN-[3 sécrété par les cellules infectées par
le virus active les voies de signalisation Jak/Stahduisant a la formation des complexes de
transcription ISGF3, qui activent a leur tour nscription de I'IRF7. La synthésle novade
I'IRF-7 active fortement la transcription des gemel-a et IFN. La transcription rapide et
robuste des genes IFet IFN{3, et la production des protéines IlENet IFN par les PDC
apres une stimulation virale suggerent que la e¢égul de la production d’'IFN- dans les
PDC ne serait pas induite par I'effet de rétrocaletipositif de I'IFNf. Cette hypothése est
soutenue par la découverte que, a la différencdibleblastes, les PDC expriment de hauts
niveaux d’'IRF-7 constitutivement, ce qui pourraibntribuer en partie a la capacité
extraordinaire des PDC a produire de grandes daanti’'lFN-0 sans mécanisme de
rétrocontréle IFNB autocrine (Izaguirre et al. 2003; Kerkmann e@D3). Cette hypothese a
ete directement testée dans une étude qui utiiesitsouris déficientes pour le récepteur a
l'IFN de type | ; les fibroblastes dérivés de cesrss produisaient beaucoup moins d’lleN-

gue les fibroblastes dérivés des souris sauvaggeerdant, les PDC dérivées des deux types
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de souris produisaient des quantités similaireBNFd en réponse au VSV, suggérant que la
capacité des PDC a produire de grandes quantités-di est indépendante du rétroncontréle
positif via les récepteurs a I'lFN de type | (Barchet et 8D2).

Une étude utilisant une molécule appelée R848aqjive le TLR8 sur les MDC et le
TLR7 sur les PDC humaines, montre que, alors qu#IBRC produisent préférentiellement de
'L-12 en réponse au R848, les PDC produisentlé@lt a (Ito et al. 2002). Cette découverte
soutient le concept que les PDC sont spécialiséespgroduire de I'lFNe, mais pas de I'lL-
12, en réponse a une stimulation microbienne. Boyrtes PDC activées peuvent sécréter
aussi d’autres cytokines et chimiokines comme BIL-IL-8 et le TNFa (Cella et al. 1999;
Rissoan et al. 1999; Bauer et al. 2001; Kadowaldl.eR001; Krug et al. 2001; Krug et al.
2001). La sécrétion d’IL-12 biologiquement activdL{12 p75 ou p70) par les PDC
humaines est sujette a controverse dans la lt@aClassiquement et de fagcon opposée aux
MDC, les PDC sont décrites comme ne sécrétant pgeo d’lL-12. Toutefois, ce concept a
été ébranlé par Krugt al. qui ont montré les capacités des PDC a sécrétdilldé2
biologiquement active lors d’une stimulation cond@mar CpG ODN et CD40L (Krug et al.
2001) et la capacité des PDC stimulées dans cestioms a induire des lymphocytes T naifs
a se différencier en lymphocytes produisant deskayes de type 1. Cette production d’IL-12
semble étre inhibée par la sécrétion d’l&Net vice-versa (Krug et al. 2001; Dzionek et al.
2002). Ainsi, les PDC humaines pourraient avoimee leur équivalent murin, (Hochrein et

al. 2002)la capacité de sécréter de I'lL-12 dans certaineslitions de stimulation.

6.2. ROle de 'IFN de type | en immunité innée

L'IFN-a/B3, sécrété par les PDC en présence de virus, ougaeds des TLR, est
connu pour induire la maturation des MDC, et lassstprésentatio(ito et al. 2001; Honda et
al. 2003; Le Bon et al. 2003)ais il peut également induire I'expression du tigade mort
TRAIL sur les NK (Sato et al. 2001), lymphocytes(Rayagaki et al. 1999), monocytes
(Griffith et al. 1999) et MD(Liu et al. 2001).

Les PDC pourraient donc jouer un rdle importantsdées phases précoces des
infections virales, en exercant des fonctions opigjues leur permettant de détruire les
cellules infectées, ce que montrent nos résultats également en mettant en jeu des
interactions qui aboutissent & I'activation d’asteellules de I'immunité innée comme les
cellules NK (Della Chiesa et al. 2006), NKT (Marsehet al. 2005), ou les monocytes, par le

biais de la sécrétion de cytokines.
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7. Présentation des antigenes par les PDC

Contrairement aux PDC fraichement isolées, les Rig@vées augmentent leur
expression de surface cellulaire de molécules duHGdé classe Il et de molécules de
costimulation, accroissant leur capacité de stitrarlades cellules T (Grouard et al. 1997;
Cella et al. 2000; Asselin-Paturel et al. 2001)s BRDC activées induisent d’ailleurs
I'expansion de populations de cellules T CD&émoire spécifiques de I'antigéne et de
cellules T CD4 Tyl spécifiques du virus deinfluenza(Fonteneau et al. 2003). Les PDC
leucémiques humaines présentent aussi efficaceleerntigenes aux clones de cellules T
CD4" et CD8 spécifiques du virus deififluenzaet aux clones de cellules T spécifiques de la
toxine tétanique (Chaperot et al. 2004). Des PDGCirmas dérivées de la moelle osseuse et
activées par ODN CpG+CD40L+GM-CSF ont par ailldarsapacité d'initier la réponse des
cellules T CDZ et CD8 naives dont le TcR transgénique est spécifiqu@eptide OVA
(Brawand et al. 2002). Il a également été monte dps PDC immatures étaient capables de
présenter des antigenes du CMV et d’activer ddsllesl T mémoire spécifigues du CMV
(Lore et al. 2005). De plus, il a réecemment été tmdogque des PDC humaines purifiées du
sang pouvaientrossprésenter des antigénes HIV provenant de cellLllE®4 infectées par
le HIV, gu’elles soient apoptotiques ou vivantessa que des antigénes de différents
lipopeptides vaccinaux HIV. Cettgossprésentation par les PDC pourrait étre responsable
de la stimulation des cellules T régulatrices dutamfection HIV, menant a la tolérance du
systeme immunitairéHosmalin 2006).

Les PDC activées peuvent donc présenter les amsgeh induire une expansion
considérable des populations de cellules T, de enaréquivalente aux MDC (Fonteneau et
al. 2003). Il est également possible que les PDdpé&eent avec les MD@ vivo en induisant
la différenciation de populations de cellules T 1patarisées ayant rencontré I'antigene qui
ont été amplifiees par les MDC (lezzi et al. 208tug et al. 2003). Une autre étude,
egalement chez la souris, souligne le réle des B&E I'induction de sécrétion d’IL-12 par
les MDC. L’activation des MDC par les CpG ODN indune expression d’IL-15 elle-méme
inductrice d’'une expression de CD40 par les MDGnduction d’expression d’'IL-12 par les
MDC se fait alors par liaison du CD40 au CD40L ¢3C (Kuwajima et al. 2006). Le
contrble indépendant de la prolifération et deitgéenciation des cellules T par les MDC et
les PDC pourrait fournir une meilleure flexibiligg1 systéme immunitaire dans la régulation

des réponses immunes.
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8. Activation d’'une réponse immune adaptative par ds
PDC

En ce qui concerne les réponses immunes adaptatiied de type |, ou une
infection virale, activent la maturation des DG (#t al. 2001), leur permettent d’effectuer le
cross-priming(Le Bon et al. 2003), et favorisent I'orientatides cellules T CD4vers la voie
Tul(lto et al. 2002). Les PDC sont considérableméilfles dans la direction qu'elles
donnent aux réponses cellulaires T, selon leur damtmaturation et la nature et la
concentration de l'antigéne (Liu et al. 2001; Bdan®t al. 2003; Salio et al. 2004)oir
figure 05) Les PDC activées par le virus peuvent induireckdBiles T CD8 a devenir des
lymphocytes T cytotoxiques (Fonteneau et al. 20@8)r figure 05 d) Elles permettent
également une polarisationyTFlike puissante, induisant les cellules T CD¥ produire de
larges quantités d'IFM-et d’IL-10 (Cella et al. 2000; Kadowaki et al. BY)Qvoir figure 05 c)
Cette polarisation des T CDrs Tyl peut également étre obtenue grace a des PD@estiv
par CpG ODN+CDA40L et serait due a une productid-#2 par les PDC (Krug et al. 2001)
(voir figure 05 b) Les PDC exprimant la molécule de costimulatiordOX et produisant peu
d’'IFN de type I, activées par IL-3+CD40L, permett@iutdét une polarisation {2, via un
mécanisme dépendant du OX40L (Ito et al. 2004 jisaht les cellules T a produire de I'lL-
4, IL-5, IL-10 et IL-13(voir figure 05 f) Une troisiéme orientation des lymphocytes T naifs
été découverte assez récemment et nommé#e four rappeler la production d’IL-17 par ces
cellules T effectrices. Les cellules T naives saraipolarisées versyI7 suite a une
stimulation cytokinique comprenant le T@Fet I'lL-6, puis cette polarisation serait amplédié
et stabilisée par addition d’lIL-23. La cellulgIl7 sécréte de I'lL-17A, IL-17F, IL-6, TNB-
et des chimiokines pro-inflammatoires et pourraiigr un role dans la lutte contre des
pathogenes différents de ceux ciblés par Ig$, Tout comme dans le développement de
certaines formes d’auto-immunité et d’'inflammatamonique(pour revues, voir (Harrington
et al. 2006; Weaver et al. 2006Dans ce cadre, I'étude menée par Vanden Eijredead.
montre que les MDC dérivées de PBMC humaines ajutbe@t comme les MDC dérivées de
cellules mononucléées de sang de cordon sont eapdélsécréter de I'lL-23 en réponse aux
ligands des TLR2, 3, 4 et 8 (Pg@BK,, poly(l :C), LPS et R848) et d'induire la sécrétio
d’IL-17 par des cellules T CD&héonatales activées de fagon polyclonale (Vandieddh et
al. 2006). Les MoDC néonatales étant incapablessyadghétiser de I'lL-12(p35) apres
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activation par LPS ou poly(l :C), cette sécrétidh-@3 pourrait jouer un réle compensatoire
dans la défense immunitaire contre les pathogémssPDC néonatales présentent un défaut
de sécrétion d'IFNx en réponse au R848 et au CpG, ce qui les rendemappolariser une
réponse 1. Il se pourrait donc que les PDC néonatalessatili également I'axe IL-23/IL-17
en compensation de la sécrétion d’'IENEWillems 2006), bien que les PDC adultes ne
sécrétent pas d’IL-23 en réponse aux ligands dé¥3Tl, 7 ou 9 (Waibler et al. 200R)oir
figure 05 Q)

Les PDC peuvent également induire I'activation jesphocytes B en plasmocytes.
Jego et al. (Jego et al. 2003) ont montré que, djlesnPBMC totales d'un donneur vacciné
avec un vaccininfluenza étaient cultivées avec le virusfluenza de grandes quantités
d'anticorps IgG polyclonaux spécifiques du viruaieit induites. Cette réponse anticorps
spécifique du virugn vitro pouvait étre completement abolie en éliminanPIBE des PBMC
cultivées. Cette étude montrait également que dgtokines sécrétées par les PDC activées
par le virus, I'lFNe et I'lL-6 (Kadowaki et al. 2000), agissaient sagiedlement pour induire
les cellules B spécifiques du virus a se différen@n plasmoblastes puis a devenir des
plasmocytes matures (Jego et al. 20Q®)r figure 05 i) Une autre étude a démontré que
I'activation des cellules B humaines passant pafllR7 néecessitait la présence des PDC
contrairement a l'activation induite par le TLRS Effet, la sécrétion d'IFN de type | par les
PDC permettait d'induire I'expression sélective MeR7 a la surface des cellules B
(Bekeredjian-Ding et al. 2005).
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Figure 05.Plasticité de la réponse immune adaptative inchatdes PDC humaines selon le
signal gu’elles recoivent.
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9. PDC et Tolérance

Dans des conditions physiologiques normales, lérdoce au Soi est établie et
maintenue par délétion des cellules T auto-réaxtigar la régulation active de cellules qui
échappent a la délétion. Dans ce contexte, leslesllly sont vitales pour maintenir la
tolérance au Soi. Des sous-populations variées e semblent impliquées dans le
développement et 'homéostasie des cellulgg Des signaux de maturation “incomplets”
délivres aux DC immatures (acquisition de capacibégratoires vers les ganglions
lymphatiques drainants sans augmentation d’exgmesde molécules de costimulation et
redistribution des molécules du CMH de classe llcdmpartiment intracellulaire vers la
membrane) meéenent a la tolérance des cellule¢Sdas and Tiberghien 2002). Cette
particularité pourrait servir a faciliter la pride greffe en diminuant les risques de rejet.

Parmi ces DC, les PDC portant un allo-antigéne $mrgrincipale sous-population
impliquée dans la tolérance en transplantationgdioe solide vascularisé, induites par la
thérapie combinée de transfusion spécifique du eanet anticorps anti-CD40L (Tang and
Bluestone 2006). L'effet toléerogéne de ces PDC serphsser par le recrutement actif et
I'induction de cellules &4 Foxp3 spécifiques de I'allo-antigéne. En effet, des Riz@enues
matures par la liaison du TLR9 peuvent induire lanégation de cellules (f
Foxp3 CD4'CD25' in vitro productrices d’IL-10 et TGRB- (Moseman et al. 2004)voir
figure 05 h)

Il semblerait aussi que les PDC induisent des lesli CD4CD25 régulatrices,
capables de supprimer la prolifération cellulairedd maniére indépendante de I'antigéne
(Moseman et al. 2004Yyoir figure 05 h)

Par ailleurs, la stimulation de PDC muringg OX2L et B7 (les récepteurs respectifs
de OX2 et du CTLA-4 ou du CD28) induit la produatide I'indoleamine 2,3-dioxygénase
(IDO) (Liu et al. 2001; Fallarino et al. 2005). @etenzyme mene a la diminution du
tryptophane et a la génération de métabolites tesgqui ont un fort effet inhibiteur sur la
prolifération et la survie des cellules T et poiamné contribuer au potentiel tolérogéne de ces
cellules. L'IDO est impliqguée dans la tolérancabo-greffe.

Chez I'homme, les PDC fraichement isolées induisamrgie de clones de cellules T

CD4" avec des spécificités antigéniques variées. Lalymtion d'IL-2 et d'IFNy par les
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cellules T est empéchée tandis que la productihrl@ est augmentée. L'anergie est levée
par I'addition d'IL-2 exogéne (Kuwana 20q2)ir figure 05 a)

Contrairement aux MDC, la capacité des PDC a mitiee production d'IL-10 par les
cellules T est maintenue apres différenciation B Inhatures activées. Les PDC activées par
I'lL-3 et le CD40 polarisent les cellules T CD4aaives vers 2 (produisant I'lL-4, IL-5 et
IL-10) (Rissoan et al. 1999; Ito et al. 2001; Itcak 2004) et les cellules T CD&aives vers
des cellules T CD8suppresseurs (produisant I'lL-10) (Gilliet and 12002) (voir figure 05
e). Les PDC induites par le virus initient la prodontd’IFN-y et IL-10 par les cellules T
naives (Kadowaki et al. 2000; Kawamura et al. 20@&s études suggerent que les PDC
matures ont une capacité intrinseque a initierd¢ayction d'IL-10 par des cellules T naives,
sans tenir compte de leurs états de maturatioeesignaux d’activation. Les résultats d'une
étude suggerent en effet que les PDC pourraiest joni role critique dans la suppression des

réponses immunes asthmatiques aux antigenes ir(daléseer et al. 2004).

10. Présence et role des PDC dans les maladies humes

Comme nous I'avons vu, a I'état physiologique, PEC ne sont retrouvées que dans
le sang, les ganglions lymphatiques, les amygdlebymus et les poumons. Cependant, en
conditions pathologiques, lors d’'une infection lérau en association avec des tumeurs ou
des maladies auto-immunes, les PDC sont préserates kgs tissus concernés et elles
semblent jouer, selon I'état immature, tolérogenactivé dans lequel elles sont, un réle dans
le développement de la pathologie ou un réle desisentatives du systéme immunitaire pour
I'éliminer. Un troisieme cas est représenté par REXC inactivées par I'environnement
pathogénique et qui ne peuvent donc pas exercefdection de cellules immunitaires.

Un certain nombre d’études a également rappornpedsence et les fluctuations de la
population de PDC au cours de pathologies auto-in@smwu allergigues sans qu’on puisse
déterminer si la corrélation entre la gravité denkdadie et le nombre de PDC signifie que ces
cellules constituent un facteur aggravant ou bieses derniéres ont été recrutées pour lutter
contre la maladie mais sont malencontreusementivéas ou éliminées. Par exemple, des
PDC infiltrant la muqueuse respiratoire pendarterigie (Jahnsen et al. 20000 I'infection
par le RSV Respiratory Syncitial Virgs(Gill et al. 2005)ont été décrites. Le RSV est le
principal agent causant la bronchiolite et la pneni® virale chez les enfants et les
nouveaux-nés. Il semble recruter les PDC dansrigeaiment nasal, en corrélation avec une

diminution significative des PDC dans le sang. BE&C sont également présentes dans le
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liquide synovial, dans les cas de polyarthrite rhtofde et de rhumatisme psoriasique (Lande
et al. 2004).
Dans la plupart des cas, les PDC sont retrouvéegar nombre a I'état immature

dans ces lésions allergiques et elles ont etétémswepuis le sang par chimiotactisme.

10.1. Réle des PDC dans le développement de lalpgib

10.1.1. PDC et IFNe dans les pathologies auto-immunes :

Les nombres de PDC circulantes sont diminués demgdtients atteints de lupus
érythémateux systémique (SLE), mais de grands resnbe PDC activées infiltrent les
Iésions cutanées et produisent activement I'IlFNtyge | chez ces patients (Farkas et al.
2001). Les PDC ont également été retrouvées datesiaatite atopique et le psoriaflliet
et al. 2004). Dans ces pathologies auto-immunesgle les PDC sont activées, leur sécrétion
de quantités importantes d’IFN de type | est umélét aggravateur de la pathologie.

Les hauts niveaux d’IFN- dans les sera des patients atteints de SLE sea@nier
activer le déclenchement par les MDC de I'autoimitéuimduite par les cellules T (Blanco et
al. 2001), ainsi que la stimulation de la différiation des cellules B en plasmocytes (Jego et
al. 2003). Des études recentes ont montré querbssmpn des genes de I'lFN de type | et des
genes induits par I'lFN représentaient les sigmestumoléculaires les plus frappantes des
cellules du sang périphérique de SLE (Baechlet.203). Les IFN de type | représentent
donc les molécules effectrices les plus importadtess la pathologie du SLE, ainsi que les
cibles pour le traitement du SLE.

Une étude récente a apporté un éclairage nouveaudesmécanisme menant a
I'activation des PDC et donc a la sécrétion d’'IFNtgpe | responsable de la maladie (Means
et al. 2005). En effet, le lupus érythémateux sygj@e est une maladie auto-immune
caractérisée par des auto-anticorps pathogéngeslicontres des nucléoprotéines et I’ADN.
L'étude a montré que les complexes immuns conted@dtADN dans le sérum de patients
atteints de lupus stimulaient la production de kiytes et chimiokines par les PD@a une
coopération entre le TLR9 et le CD32 yRtl). Une nouvelle interaction fonctionnelle entre
récepteurs a Fc et TLR a donc été décrite, les emp immuns étant libérés par le CD32
dans les lysosomes contenant des TLR9, induisamtcascade de signalisation menant a
I'activation des PDC CD32 Par ailleurs, une autre étude a montré que IBNBngmall
nuclear ribonucleoprotein particlesdes macromolécules cellulaires également cibbées
les auto-anticorps du SLE, comportaient des sé@sentARN hautement conservées
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capables de stimuler les TLR7 et 8 ainsi que diactia sécrétion de hauts niveaux d’IFN de
type | par les PDC, responsable de l'initiationSILE (Vollmer et al. 2005). Cette activation
interviendrait aussi par l'intermédiaire du CD32ij gourrait capter les complexes immuns

formés par les auto-anticorps dirigés contre |G\

10.1.2. PDC tolérogénes dans les tumeurs solides :

Dans les tumeurs de cancer du sein, des nombnesséde PDC CD1Z23infiltrantes
sont corrélés avec un risque accru de disséminatioiorale et de rechute (Treilleux et al.
2004) et dans les carcinomes ovariens, de grantbnes de PDC ont été trouvées dans les
liquides d’ascite. Ces PDC, qui semblent avoiradtiéces par la chimiokine SDF-1, induisent
des cellules T régulatrices productrices d’IL-1@t al. 2001), ou bien produisent du TNF-
o et de I'lL-8, favorables a I'angiogénése (Curieak 2004).

Ces découvertes suggerent que les MDC et les PDgatones a l'intérieur de la
tumeur solide sont incapables d’induire des répoimsenunes anti-tumorales mais a la place

pourraient induire des cellules T régulatricesighibent I'immunité anti-tumorale.

10.2. PDC inactivees par I'environnement pathologiq
10.2.1. Absence d’activation ou de maturation effaces dans les tumeurs :
Des PDC péritumorales immatures ont été retroudées le mélanome (Salio et al.

2003; Vermi et al. 2003). De plus, I'expression TeR9 des PDC retrouvées dans le
carcinome de la téte et du cou était diminuée parvironnement tumoral, les rendant
incapables de sécréter de I'lFNen réponse a un signal adéquat et d’exercer bEnss
fonctions antitumorales (Hartmann et al. 2003). D@5 leucémies myéloides aigués, les
PDC ont une capacité altérée de maturation, eadiatés allostimulatrice et de production
d’'IFN-a diminuées(Mohty et al. 2001), alors que dans les leucémigéloiides chroniques,
le nombre de PDC circulantes est diminué (Mohigl.e2002)

10.2.2. Absence d’activation efficace lors d’'un@ifection HIV :

L’expression de CD4, CXCR4, et CCR5 par les PDC dines a suggéré qu’elles
pourraient étre les cibles de l'infection HIV (Gewd et al. 1997; Penna et al. 2001). Le
marquage immunohistochimique des amygdales etysau$ d’individus infectés par le HIV
révele la présence de PDC HIV p2#diquant que les PDC sont infectées productiveme
par le virus HIV (Fong et al. 2002). Des études @galement démontré que les nombres de
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PDC du sang périphérique sont diminués dans ledestavancés de linfection HIV

(Soumelis et al. 2001; Chehimi et al. 2002). Latgoele PDC circulantes était corrélée avec
une haute charge virale en HIV et I'apparition tEgtions opportunistes et du sarcome de
Kaposi (Soumelis et al. 2001). Les PDC ne pourtailamc pas exercer leurs activités de
stimulation de 'immunité et de lutte anti-viraler$ d’'une infection HIV, étant elles-mémes

potentiellement détruites par l'infection.

10.3. Réle des PDC dans la lutte immunitaire coatgathologie
10.3.1. Spécialistes de la lutte anti-virale :

Une étude a montré que l'infection par RSV dans noodéle murin entrainait
'augmentation du nombre de MDC et PDC dans le pmuet ses ganglions drainants, avec
une augmentation particulierement soutenue pouPIR€, qui restaient jusqu’a 30 jours
apres infection. La déplétion des PDC entrainaitgilieurs une diminution de I'élimination
du virus et une exacerbation de toutes les maatfess de la pathologie immuno-induite
causée par l'infection du RSV (Smit et al. 2006g¢sPDC semblent donc jouer un réle
protecteur durant l'infection par le RSV en modtl@s réponses immunitaires locales.

Une autre étude a montré que les réponses @D&DS spécifiques du CMV et du
HIV-1 pouvaient étre augmentées par les PDC adtiygsr les ligands des TLR7 et 9
(Imiquimod et R848, et oligodéoxynucléotides Cp&pextivement) (Lore et al. 2003).

D’autre part, les PDC présentes dans le carcinomecal utérin induit par le
papillomavirus humain (HPV) expriment un récept@atentiel des particules virales et
sécretent de I'IFNx apres activation par les particules virales. Hblesrraient donc jouer un

réle dans les réponses immunes naturelles contve(Béntkes et al. 2005).

10.3.2. Aide a l'activation des PDC dans les tumesir.

Les PDC humaines semblent exploiter le CD32yigf#} pour internaliser des
complexes antigéne-anticorps, comme cela a déjanétére dans le cas du lupus, ce qui
conduirait a la présentation d’antigénes exogenrdyanphocytes T. Une étude a montré que
des PDC isolées de patients atteints de mélanomaceinés avec des MoDC autologues
chargées avec la KLH étaient capables de stimulerpuolifération de cellules T spécifiques
de la KLH. L’internalisation de la KLH par les PDdgpendait de la présence de sérum de
patients vaccinés qui développaient une réponséKaht Les anticorps anti-CD32
inhibaient la capture et la présentation de I'arigy CD32 serait donc un récepteur de capture
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de I'antigene sur les PDC et la présentation djgmies par les PDC fonctionne mieux quand

des anticorps circulants sont présents (Benitezddb al. 2006).

10.3.3. Rdle de I'imiquimod :

L’imiquimod est un agoniste du TLR7, qui agit s& $ystéme immunitaire en
induisant la production d’IFNr et d’autres cytokines importantes pour la stimotatde
immunité a médiation cellulaire, par les monosytenacrophages et cellules dendritiques.
L'imiguimod est utilisé en clinique pour le traitemt des carcinomes basocellulaires, dont il
induit la régression (Geisse et al. 2004). Sessetint été découverts par 'observation d’une
aggravation de plagues psoriasiques apres traitdotai avec cet agoniste du TLR7. (Gilliet
et al. 2004). L'exacerbation du psoriasis s’accagnpit d’'une induction massive de I'activité
IFN de type | dans les lésions, détectée par lesgion de MxA (témoin de I'activité IFN de
type 1) apres thérapie par I'imiquimod. Des quastimportantes de PDC ont parallelement
éte identifiees dans les lésions de peau psoriesjqontrairement a la peau humaine normale
ou a la dermatite atopique. Les PDC seraient dorasemblablement recrutées par
'imiquimod via leur TLR7 dans les |ésions psoriasiques ou ell&yrdraient de grandes
quantités d’IFN de type I.

L’imiquimod appliqué de facon locale sur la peaunmale ou dans des mélanomes
induits de facon intradermique chez la souris @urégalement recruter des cellules
CD4'CD3 probablement analogues aux PDC (Palamara et 84)2Qe nombre de ces
cellules PDClike est corrélé avec la diminution des tumeurs indpée I'imiquimod, allant
de la réduction significative a la régression cartgl suggérant un réle bénéfique de ces
cellules dans le mélanome.

De la méme maniére, une étude sur des patientsitatide maladies épithéliales
néoplasiques comme le carcinome basocellulaireeendladies lymphoprolifératives de la
peau comme le lymphome T cutané a montré que €3 &Bient recrutées et activées dans
les deux types de lésions et qu’elles produisalentiFN-a aprés traitement par I'imiquimod
in vivo. L'imiquimod induisait également des profils di@etion immune similaires dans les
deux maladies, en association avec le nombre de Rigfltées au site du traitement
(Urosevic et al. 2005).

Les ligands des TLR7 (comme I'imiquimod) et 9 (coelas CpG ODN), principaux
récepteurs de reconnaissance des pathogenes presetds PDC pourraient donc constituer

des candidats intéressants pour I'établissemettitédtapies anti-virales et anti-cancéreuses.
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11. Les Leucémies a PDC (LPDC)

Cette nouvelle entité leucémique dérivée des PDAEalécrite assez récemment au
laboratoire (Chaperot et al. 2001). La leucémieflgome a PDC est une néoplasie
hématologique rare qui ne représentait que 95 otenfels dans la littérature mondiale en
2003 (Jacob et al. 2003). Les lésions cutanées uddques millimetres a plus de 10
centimetres, largement envahies par les PDC tuemraolées au moment du diagnostic,
sont les symptdmes les plus constants de la malaifiestant plus de 90% des patients. En
clinique, cette pathologie agressive progresseufrdument et rapidement (quelgues mois)
vers la leucémie, avec une dissémination des PDrales dans le sang, la moelle osseuse,
les ganglions lymphatiques et d’autres organes lhofges et non-lymphoides (rate, foie,
systeme nerveux central, amygdales, muqueuses,g@meins, muscles...) (Feuillard et al.
2002). L'analyse des lésions cutanées montre ufiidtration dermique de cellules
mononucléées sans angiotropisme, sans destrua®railsseaux atteignant le tissu adipeux,
mais épargnant toujours I'épiderme.

Les PDC leucémiques partagent leurs caractéristiphénotypiques et fonctionnelles
avec leurs homologues normaux, a I'exception, péat- du CD56, exprimé sur les LPDC et
absent de la surface des PDC normales (Bendriggaferet al. 2004; Chaperot et al. 2004),
mis a part sur certaines sous-populations (Macbedlal. 2002), comme les NKPDC
(Ghanekar 2006). Elles sont caractérisées pargeénotype: CD4 CD56, CD3, CD13,
CD33 et CD19. Des analyses complémentaires vérifiant I'expoessie marqueurs plus
spécifiques des PDC les montrent comme étant égaleiA-DR', CD123™", cD114*"®
CD45RA’, BDCA-2" ou BDCA-4. Ces analyses peuvent étre utiles pour confirtigemtité
des cellules en cas de phénotype initial atypiguetout lors d'une négativité du CD56 ou
d'une expression de CD33 (Garnache-Ottou et ab)200

De plus, les LPDC surexpriment TARNm codant poar d¢haine lymphoide J
caractéristique de la cellule B et les chainesré&gdes immunoglobulin@setk (Briere et al.
2002) ; elles polarisent les cellules T naives \essvoies T;1 ou Ty2 (Chaperot et al. 2004)
selon le signal d’activation recu.

Le développement clinique de cette pathologie eatdoujours agressif, conduisant a
la mort en trois ans malgré une réponse initidke éhimiothérapie (Jacob et al. 2003). Dans
une série de 23 patients rapportée en 2002, seulsphtients allo-transplantés ont survécu a
long terme (Feuillard et al. 2002). Etant donnéaible résultat, la nécessité d’alternatives

thérapeutiques dans le traitement des leucémi&CaeBt devenue évidente.
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A cause de la faible fréquence des PDC dans lelsam@in, de la difficulté a générer
ce type de cellules a partir de cellules Cb8tédu temps et du colt qu’il faut compter pour
les isoler, I'établissement d'une lignée facilitanglement I'étude de ces cellules. Au
laboratoire, nous avons réussi a générer une ligadeDC, établie a partir des LPDC. Cette
lignée était, a notre connaissance, la seule ligieéePDC humaines au monde a I'époque ou
elle a été brevetée (Chaperot and Plumas 2002uifepne équipe japonaise a également
publié I'établissement d'une nouvelle lignée caifelhumaine de PDC (Maeda et al. 2005) et
il a été fait mention d'une autre au congrés andadliAmerican Society of Hematologyn
2006 (Narita 2006).

Dans la mesure ou les cellules malignes partagentdractéristigues phénotypiques
et fonctionnelles (Chaperot et al. 20@4)ec leur homologue normal, ces LPDC et la lignée

cellulaire GEN2.2 que nous allons décrire dansaldig "Résultats” représentent une source

alternative de PDC.

12. Conclusion de la 3° partie

Activation de réponses immunes innées par les PDC via I'TFN-o
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Figure 06.Les PDC, par le biais de leur sécrétion d’'IFN deeti; jouent un rdle pivot dans 'activation de
différentes cellules impliquées dans les réponsesunes innée et adaptative. D’aprés (Zhang and Wang

2005).
Les PDC sont une entité cellulaire différente dd3Qvet elles ne jouent pas le méme

réle au sein du systéme immunitaire. Les deux tgeesellules sont, en effet, localisées dans
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des zones difféerentes (sites d’entrée des pathegenmme la peau et les tissus des
muqueuses pour les MDC et sang et zones T des tigsyphoides pour les PDC), elles
possedent des récepteurs leurs permettant de edtendifférents antigenes ou pathogenes
(TLR2, 3, 4, 5, 8 pour les MDC et TLR7 et 9 pows RDC) contre lesquels elles pourraient
activer différentes réponses immunésles cellules T. Un exemple de situation dans ldquel
les deux sous-populations de DC n’ont pas la mé&raetion est l'infection par le HIV. Les
MDC contribuent a I'expansion de l'infection entoagnt le virus et en le transmettant aux
cellules T tandis que les PDC inhibent sa réplicatians les cellules T grace a la sécrétion
d'IFN-a (Groot et al. 2006).

D’autre part, la PDC représente un lien intéressatre immunité innée et immunité
adaptative(voir figure 06) principalement par le biais de sa capacité ayredle grandes
guantités d’'IFN de type | (Zhang and Wang 20@56)pourrait étre considérée comme la

cellule impliquée de facon primordiale dans ladwthti-virale.
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2éme

partie : Reconnaissance des pathogenes, et ensuite

Le systeme immunitaire est capable de reconnatreniotifs moléculaires conservés
des micro-organismes (PAMP pathogen-associated molecular patterhes récepteurs
responsables de cette reconnaissance sont donéspattern recognition receptordPRR)
(Medzhitov and Janeway 1997). Parmi les PRRTtdklike receptorTLR), des récepteurs
trés conservés dans I'évolution, homologues clembBmmiferes du Toll initialement décrit
chez la Drosophile, semblent étre des éléments rianis de reconnaissance du systéeme
immun inné (Akira et al. 2006). Cependant, la rexossance et la réponse de I'hGte aux
pathogenes ne sont pas restreintes aux TLR. Laiateexcatégorie regroupe les PRR
cytosoliques, qui incluent la famille des RLRIG-like receptors (comprenant Mdab
(melanoma-differentiation-associated geneeb RIG-1 (etinoic acid-inducible gene)), la
PKR (double stranded RNA-dependent proteine kinaseuctible par I'IFN, et les NLR
(NOD-like receptors (comprenant, entre autres, les protéines N@Dcléotide-binding
oligomerization domaiy) (Janeway and Medzhitov 2002; Akira et al. 2006).

Un récepteur supplémentaire, RAGEdeptor for advanced glycation end prodjcts
de la superfamille des immunoglobulines, est ex@risur la membrane des cellules
hématopoiétiques, dont les PDC, et reconnait HM@&sBgh mobility group box )1 une
protéine nucléaire qui va sortir du noyau et dedbule apres activation des PDC humaines
par le TLR9. L'interaction de HMGB1 avec son réegpt RAGE pourrait induire la
maturation et la sécrétion d’'IFN de type | par RI3C (Dumitriu et al. 2005). Ces effets
pourraient donc indirectement étre liés a la rea@sance de signaux microbiens par le
TLRO.

13. Les TLR
13.1. Différents TLR identifiés et leurs ligands

Les TLR jouent un rdle crucial dans la détectios deections microbiennes. On
connait a ce jour 10 TLR chez I'hnomrwir figure 09) qui reconnaissent spécifiquement
divers composants issus des pathogenes (Takeda 200G8). Ces TLR sont exprimés
différentiellement par les cellules. lls présentdes homologies entre eux et transduisent
majoritairement leur signaia deux voies aboutissant a des effets allant dédeégon d’IFN
de type | a la production de chimiokines pro-inftaatoires.
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13.1.1. Structure :

Les TLR sont des protéines transmembranaires de ygidélement conservées au
cours de I'évolution (Akira et al. 2001; Medzhita@01). Sur la base de la similarité de leurs
domaines intracytoplasmiques, les TLR sont liés fainille des récepteurs de I'lL-1. Chaque
TLR contient un domaine extracellulaire riche equeices répétées de leucine, participant a
la reconnaissance du ligand, et un domaine inttdage contenant une région appeleal-

IL-1 receptor (TIR) homology domain requise pour

Extracellular
l'initiation de la signalisation intracellulairgoir figure 07)
Ce domaine TIR est une structure phylogénétiqueme

conservée, que partagent les TLR, le domair

intracytoplasmique des récepteurs de I'lL-1 et ‘dle-18, I;:;:;T:'ri‘:h

ainsi que la protéine MyD88. Celle-ci est une praé +

adaptatrice qui, apreés interaction avec les TLR gam :;mﬁrffteme'mh
propre domaine TIR carboxyterminal, active la tdartdion

du signal liée a la fixation du ligand par le TLEsS régions

extracellulaires des TLR et de I'lL-1R sont tréeffaentes. Transmembrane
Alors que I'lL-1R posséde un domairig-like, les TLR . domain
contiennent des LRRegucine-rich repegt responsables de Cytoplasmic domain
la reconnaissance des PAMP (Akira et al. 2006). derses (T*]Ehcjﬁri‘;?ﬁfmd
codant pour les TLR sont positionnés a difféerentdreits du

génome, mais certains sont regroupés (TLR1, 6,utdes Intracellular

chromosome 4, TLR7 et 8 sur le chromosome X). Figug?afjé‘:t{égﬁéezg‘(agfLR'

13.1.2. Expression cellulaire et tissulaire :

La plupart des tissus expriment au moins un TLRaf&e and Locksley 1996;
Lemaitre et al. 1996; Medzhitov and Janeway 20(ralet al. 2001). Les compartiments de
'organisme engagés dans la réponse immune, aimsiles tissus les plus exposés a
I'environnement microbien (poumon, intestin gr@&élon), possedent le plus grand répertoire
de TLR. Le répertoire des TLR exprimés par lesutedl mononucléées du sang circulant a
fait 'objet de nombreuses études par RT-PCR qtaivie, montrant que le répertoire Toll est
variable selon les cellules. Ainsi, les TLR1 etitsexprimés dans tous les types cellulaires ;
les TLR 2, 4, 5 et 8, de leur c6té, sont principaat présents dans les monocytes CD14
tandis que les TLR9 et 10 sont exprimés a un nividaué dans les cellules B CO19.e
TLRS3 est, quant a lui, exprimé par les MDC et leButes NK (Sivori et al. 2004). Les PDC
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expriment les TLR7 et 9, a un niveau élevé. Laétaret le niveau d’expression des TLR
varie en fonction de la maturation du monocyte \@iellule dendritique : ainsi, I'expression
du TLR3 est accrue lors du passage du monocytedaerlule dendritique immature, tandis

gue celle du TLR5 décroit.

TLR Ligands Types cellulaives
TLE1 la plupart des types cellulaires, dont les
lipoprotéines triacylées bactériennes MDC, les PDC, les cellules B, les

mmonocytes et les cellules HNE

TLR2 peptidoglycane bactérien ; particnles de levares MDC, monocytes, cellules épithéliales,
Zymogénes ; ipoprotéines bactérennes | leucocstes polyracléaires et cellules
glyroolipides spirochete ; LPS atypinue | microgliales

lipoarabinoroatmane rgrcobactérien | protéines de
choe therndcue hepdl, hep0 et hep@0

TLE3 ARN dovble-brin viral ; pol(1-C) MDC, cellules ME, cellules neurales et
astrocytes
TLR4 MDC, monocytes, macrophages, cellules
LF35 bactérien Gram-négatif ; glycoprotéines wirales (endothéliales, cellules épithéliales, ligndes
; produit de plante Tawol cellulaires de rélanorne et antres types
cellulaires
TLES N Y e MDC, cellnles épithéliales, ronocytes,

cellules ME et cellules T

TLEG lipoprotéines diacylées rycoplasraigues | acide cellules B, raonocytes, cellules HE et cellules
lipotéichoiyque ; particules de lesnres Zyransan épithéliales ; un pen sur les MIDC et PDC
TLET analogues de guanine (tels que RE42, loxorbing et |PDC, cellules B et monocytes

irndgpuirnody , AR sivaple-brin viral ; ARN ou
petits AR interférents dirigés contre les ARMm
wiraux etfon harnaineg synthétizés chirdguernent,
attachés au lipogome | cornplexes ronans
contenant de ARM du Soi

TLES® RE4% ; ARM simple-hrin viral ; AFBH on petits MDC, cellnles ME, cellules T, cellules B et
LFM interférents divigés contre les AF M viranx  |monocites

etfon hrnains synthétisds chiraigquernent, attachés

an liposore

TLE® LDH-CpG non-roéthylé viral ou bactérien ; 8D ; (PDC, cellules B, macrophages, monocytes,
alizorucléotides Cp ; coraplexes irnrnuns cellules ME, lencocytes polynacléaires et
cortenant de A0 de Soi cellules épithéliales

TLR10 - PDC, cellules B et MDD C

Tableau 03.Répartition de I'expression des TLR humains, etddigands. Adapté de (Sioud 2006).

13.1.3. Reconnaissance de PAMP :
Les TLR reconnaissent des structures moléculaissecé&es aux pathogenes, les
PAMP (Fearon and Locksley 1996; Lemaitre et al. 1996daheov and Janeway 2000;
Akira et al. 2001). Ces molécules, spécifiqueshibetéries, sont tres conservées, et présentes

dans de nombreuses familles bactériennes. Lag&alé I'immunité innée n’est donc pas de
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reconnaitre tous les antigenes possibles, maisetinnombre d’entre eux, sous la forme de
structures hautement conservées présentes damgpartant groupe de micro-organismes.

De nombreux ligands des TLR (TLR2, 3, 4, 5, 9) ét# mis en évidence: la
multiplicité des agonistes possibles, de méme guiversité de structure des différents TLR,
n’ont pour l'instant pas recu d’explication satistmte. D’autres TLR ne semblent pas avoir
de ligand spécifique : ainsi, les TLR1, 6 et 10ammtt des corécepteurs, agissant en
association avec les autres TLR en modulant leponge. Les roles des TLR8 et 10 sont,
guant a eux, encore a preciser.

Tous les TLR ne sont pas exprimés par les mémaess tgpllulaires, mais ils sont
également localisés difféeremment au sein d’une méstiele. En effet, les TLR1, 2, 4, 5, 6 et
10 sont présents a la surface membranaire alordegu@LR3, 7, 8 et 9 se retrouvent a

I'intérieur de la cellule, dans des endosomes.

13.1.4. Les TLR membranaires et leurs ligands :
13.14.1. le TLR1

Le TLR1 est exprimé de facon prédominante dans la ralesetellules du sang

périphérique. Il est présent dans les MDC et le€ Pir tableau 03)Aucun ligand direct
n'a été identifié pour I'instant pour le TLR1, et ®nction reste peu claire. Il semble agir en
tant que corécepteur pour le TLR2. Les TLR1 et nént des hétérodiméres a la surface

cellulaire et dans le cytosol (Sandor et al. 2003).

13.1.4.2.1e TLR2
Le TLR2 est exprimé par les MDC mais pas par les R@r tableau 03) Il est

impliqué dans la reconnaissance d’'une grande ¢adi&imolécules microbiennes. Il reconnait
I'acide lipotéichoique (LTA) et les lipoprotéinesLR) des bactéries Grdm le
lipoarabinomannane des mycobactéries, et le zymdsarparois cellulaires des levures. De
plus, le TLR2 participe a la reconnaissance deaterttypes de lipopolysaccharides (LPS). Il
est connu pour s’hétérodimériser avec d’autres TR, propriété qui pourrait étendre encore
I'éventail des molécules microbiennes qu’il peutornaitre (Ozinsky et al. 2000). Le TLR2
coopére avec le TLR6 en réponse au lipopeptideyldianycoplasmique, et s’associe avec le
TLR1 pour reconnaitre les lipopeptides triacylés. @us, la reconnaissance des pathogénes
par le TLR2 est fortement augmentée par le CD14.
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13.1.4.3. Le TLR4
Le TLR4 a été le premier TLR humain identifié. Il est gréisdans les MDC mais pas

les PDC(voir tableau 03)Il reconnait le LPS des bactéries GraBependant, le TLR4 seul
n'est pas suffisant pour induire une réponse au. UIP& besoin que MD-2, une molécule
sécrétée, interagisse de facon fonctionnelle avé®E (Shimazu et al. 1999). De plus, deux
autres protéines, le CD14 et LBRPS binding proteipy participent également a la
signalisation du LPS en contrélant la présentatianligand au complexe récepteur et en
influencant 'amplitude des réponses (Miyake 20@#tte signalisation passe par plusieurs
protéines adaptatrices: MyD88, TIRAP/Mal (Horng @&t 2001), TRIF/TICAM1 et
TRAM/TICAM2 (Fitzgerald et al. 2003)

13.14.4.1Le TLR5

Le TLR5 est exprimé dans les MDC mais pas les R tableau 03)Il reconnait

la flagelline des bactéries Granet , une protéine pro-inflammatoire nécessaire a la
propulsion bactérienne. La flagelline pourrait joua réle dans la résistance aux infections a
salmonelles. L'activation du récepteur stimule laduction de cytokines pro-inflammatoires,
telles que le TNF, a travers la signalisationa la protéine adaptatrice MyD88 et la kinase a
sérine IRAK (Gewirtz et al. 2001; Hayashi et al02)) Le TLR5 peut générer un signal pro-
inflammatoire en tant qu’homodimere, suggérantlqdurrait étre le seul TLR participant a
la reconnaissance de la flagelline (Hayashi et2801). Cependant, le TLR5 pourrait
nécessiter la présence d'un corécepteur ou d'undécume adaptatrice pour une

reconnaissance du ligand et/ou une signalisatiitceeés (Tallant et al. 2004).

13.1.4.5.Le TLR6
Le TLR6, qui est étroitement lié au TLR1, est présent desd$/IDC et les PDQvoir

tableau 03)Le TLR6 coopeéere avec le TLR2 pour reconnaitreLRgliacylées trouvées dans
les mycoplasmes, mais n’est pas requis dans lanmagssance des LP triacylées trouvées

dans les bactéries (Takeuchi et al. 2001).

13.1.4.6. Le TLR10

Le TLR1O est préférentiellement exprimé sur les cellulesiumitaires présentes dans

les tissus lymphoides comme la rate, le gangliamphatique, le thymus, et les amygdales. Il
est présent dans les MDC et dans les PG tableau 03)Sa fonction et son ligand direct

sont toujours inconnu&huang and Ulevitch 2001). Une analyse phyloggoétindique que
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Encadré 6: Le virus Influenza: structure

Les virus de la grippe appartiennent a la famille Orthomyxoviridae des virus enveloppés et
constituent le genre Influenzavirus. Ce sont des virus a ARN simple brin de polarité négative.
On en dénombre trois principaux sérotypes (Influenza A, B ou C) qui ont des caractéristiques
différentes, mais leur morphologie reste plus ou moins semblable.

Il s'agit de particules sphériques d'une taille variant entre 80 et 120 nm de diamétre.

Hemagolutinin -~ Les 8 segments d'’ARN du virus de
type A (codant pour 10 protéines
virales) sont encapsidés
indépendamment par les
nucléoprotéines virales (NP).
Chaqgue segment est associé avec
Lipid membrane  yn complexe polymérase et forme
ainsi une particule

Meuraminidase

. % 4% 49t — M1 Protein ribonucléoprotéine (RNP). Les
, $2015% g5 RNP sont localisées a l'interieur
o . d'une barriere de protéines
‘, .‘. ,‘. _ . . .
;-.“.,-‘“D RNP: matricielles (M1) qui bordent la

roymerase — double couche de lipides virale.

Lcleoprotein . ;L

VRNA Celle-ci est dérivée de la
membrane plasmique de la cellule
infectée pendant le processus de
bourgeonnement. Trois protéines
sont enclavees dans cette

Figure 3. Structure du virus Influenza. D'aprés Xing Han membrane: deux glycoprotéines
formant des spicules,
I'hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (N), et un canal membranaire (M2). HA est un
trimere de sous-unités identiques qui porte les activités de liaison au récepteur et de fusion

membranaire.

Le virus de la grippe pénétre dans I'organisme principalement par voie aérienne, via le
systéme respiratoire et amorce son cycle de réplication dans une des cellules ciliées ou
épithéliales de I'arbre respiratoire supérieur pour créer de nouveaux virus infectieux.



parmi les TLR humains, le TLR10 est plus procheTd®R1 et du TLR6. Ces observations
suggerent que le TLR10 est impligué dans la répamseunitaire comme les autres TLR
connus. Des variations génétigues du TLR10 semidentribuer au risque asthmatique
(Lazarus et al. 2004).

13.1.5. Les TLR endosomaux et leurs ligands :

Une étude récente a montré que le TLR3 était alalés les endosomes par une
séquence de 23 acides aminés présente dans la liégi@ntre le domaine transmembranaire
et le domaine TIR (Nishiya et al. 2005). En revandh localisation endosomale des TLR7 et
9 est obtenue par leur domaine transmembranairlyrélbes différences dans le mécanisme
par lequel ils sont localisés, ces récepteurs aorifit colocalisés préférentiellement pres des
phagosomes contenant des particules de cellulggajmues (Nishiya et al. 2005). Apres une
infection virale, les phagocytes capturent lesubedl apoptotiques infectées, et des hydrolases
lysosomales induisent la libération des ARN déridéwirus, facilitant ainsi I'accés des TLR
endosomaux a leurs ligands ARN respectifs. Bienl@ARN viral pourrait étre reconnu par
les TLR anti-viraux (Kato et al. 2005) il faut notgue 'ARN double-brin dérivé de virus
pourrait aussi étre reconnu par I'hélicase a ARMsglique RIG-I, induisant I'lFN de type |
de maniére indépendante des TLR (Yoneyama et @i; ZReth et al. 2006). Plus récemment,
une autre étude a révélé que la localisation emdaleodu TLR9 facilitait I'accés a I'’ADN
viral et empéchait la reconnaissance de ’ADN du(Barton et al. 2006).

Cette localisation endosomale des TLR7 et 9 egiéség par I'utilisation d'inhibiteurs
de l'acidification endosomale comme la chloroquing, inhibent les réponses des PDC aux
virus (Lund et al. 2003; Diebold et al. 2004; Lund et2804). La reconnaissance des virus a
ADN et a ARN simple-brin par ces TLR ne nécessée pne réplication virale active (Lund
et al. 2003; Diebold et al. 2004; Hochrein et &l02;, Krug et al. 2004; Lund et al. 2004). II
est donc possible que, apres liaison et fusioncellyles, les virus a ADN et a ARN simple-
brin soient internalisés puis incorporés dans udosome. Leur enveloppe fusionnerait
ensuite avec la membrane de I'endosome, ce queltdtla nucléocapside dans le cytosol.
Mais au cours du séjour un peu délétere dans lieumdicide de I'endosome, une partie de

I’ADN et de 'ARN simple-brin pourrait étre libérgmur interagir avec les TLR.

13.1.5.1.Le TLRS3

Le TLR3 est exprimé dans les MDC mais pas les R tableau 03)Il reconnait

’ARN double-brin, une structure moléculaire asgecaux infections virales, produite par de
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Encadré 7: Le virus Influenza: cycle de réplication

%@ ﬁ NK cell %@%ﬁ
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Figure 4. Cycle de réplication du virus Influenza. Adapté de (Yewdell and Garcia-Sastre 2002).

(a) Le virus se lie a lI'aide de ses HA aux récepteurs contenant de I'acide sialique présents a la
surface de la membrane plasmique de la cellule héte. (b) Les virions sont internalisés dans des
endosomes. (c¢) Quand le pH endosomal devient suffisamment acide (autour de 5-6), une
altération conformationnelle des HA induit la fusion entre I'enveloppe virale et la membrane
endosomale. (d) L'acide nucléique viral est libéré dans le cytosol sous la forme de RNP.
L'efficacité de la libération dépend de I'activité de canal a ions de la protéine M2. (e) Un
signal de localisation nucléaire sur la NP facilite I'import des RNP virales entrantes dans le
noyau de la cellule hote via des interactions avec la protéine cellulaire NPI-1 ou
karyopherine-a. (f) Une fois dans le noyau, la réplication et la transcription de I'ARN sont
initiées par la polymérase @ ARN dépendante de I'ARN viral, qui est un complexe de trois
protéines virales (la sous-unité de polymérase basique 1 (PB1), la sous-unite 2 (PB2) et la
sous-unité de polymérase acide (PA)). (g) Les ARNm viraux sont transportés vers le cytosol
et traduits en 11 protéines définies. Les protéines NP et polymeérases nouvellement
synthétisées retournent vers le noyau pour amplifier encore la réplication de I'ARN. Les
protéines HA, N et M2 entrent dans le réticulum endoplasmique et sont transportées vers la
membrane plasmique. (h) HA se lie aux protéines NKp46 et NKp44, activant les cellules NK,
qui mobilisent le systéme immunitaire inné contre le virus. Pendant ce temps, la protéine non-
structurale 1 (NS1) désarme le mécanisme de défense antivirale de I'hdte médié par le systéeme
de I'interféron de type I. Tandis que le cycle d'infection progresse, M1 et les protéines d'export
nucléaire (NEP) migrent dans le noyau (i) et déclenchent I'export des RNP vers le cytosol. Ce
processus semble étre médié par I'interaction des RNP avec la protéine cellulaire CRM1. Le
bourgeonnement viral se produit sur la membrane plasmique (j) via l'interaction des cceurs de
RNP recouverts de M1 avec les protéines de membrane plasmique virales, excluant les
protéines de I'ndte dans le processus. L'agrégation virale passant par l'interaction des HA avec
les acides sialiques est empéchée par la désialylation des glycoprotéines virales médiée par les
N, qui permettent aussi la libération de virus a partir de la surface cellulaire.



nombreux virus durant leur étape de réplicationstimulation avec le poly(l:C) (polyinosine
- acide polycytidylique), un analogue synthétique dsRNA, semble passer par le TLR3
(Alexopoulou et al. 2001). Celui-ci transmettra@ $ignal principalement par une voie
indépendante de MyD88, impliquant la protéine aataige TRIF/TICAM1 qui méne a la

production d’'IFN et induit la maturation des cellules dendritig(¥smamoto et al. 2002).

13.15.2. LlesTLR7 et 8

13.1.5.2.1. Expression
Le TLR7, qui est exprimé dans les PO@oir tableau 03)est phylogénétiquement
proche du TLR8 et du TLR9 (Chuang and Ulevitch 200@ TLR8 a été identifié avec le
TLR7 et le TLR9 et est exprimé plus abondammens desimonocytes (Chuang and Ulevitch
2000), mais également les MDC, a la différenceRI2€ qui ne I'expriment pasoir tableau
03).

13.1.5.2.2. Ligands imidazoquinolines

En utilisant des souris déficientes

pour le TLR7 et des cellules HEK29: J\&,)‘
NH.

transfectées avec le TLR7 humain, Hemn 5}:({ @J:E,{;(

et al. ont démontré que les TLR7 murir

. L4 s Imiquimod Resiquimod
(mTLR7) et humain (hTLR7) eétaient - o Loxoribine
impliqués dans la reconnaissance dt Imidazoquinoline

composés imidazoquinolines (une fam”Flgure 08.Exemple de structures reconnues par le TLR7.

de petites molécules antivirales synthétiques) umipd” (R837) et resiquimod (R848)
(Hemmi et al. 2002). Le TLR8 humain (hTLR8) pernaeissi la reconnaissance du R848
mais, de fagon surprenante, pas du R837. Le TLR&nmTLR8) ne reconnait aucun de ces
composants, ce qui pourrait suggérer que le TLR®a@s fonctionnel chez la souris (Jurk et
al. 2002). De plus Leet al. ont rapporté que les analogues de la guanosinemeola
loxoribine, activaient les cellules immunitainda hTLR7 mais pas hTLR8 (Lee et al. 2003)
(voir figure 08) Cette activation dépend de l'acidification etlaenaturation des endosomes
(Heil et al. 2003). La stimulation de PDC humairegrimant TLR7 par le R848 et
imiquimod mene a la production d’'interférons gpé | (IFN-a et -w), tout comme d’autres

cytokines ou chimiokines, dont le TNFet I'lP-10 (Gibson et al. 2002).
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Encadré 8 : Reconnaissance des virus par les PRR

Yirus type de virus cible moléculaire TLR RIGMdaSIPKRI? Références
[Measle virus [MY] ARM zimple brin positif hémagglutinine 2 ! Bieback, J.Wiral, 2002
Human cytomegalovirus A0M double brin ! 2 ! Compton, J.vinol, 2003
[HCRY
Herpes simples virus type A0OM double brin ! 2etd ? Erug, Blood, 2004 et
1[HEY-1) Honda, Mature, 2005
Herpes simples virus type A0OM double brin ADM génomique | ? Lund, JEM, 2003 et Honda,
2 [HEV-2) Mature, 2005
Murine cytomegalovirus A0M double brin ! detd ! Tabeta, FMAS, 2004
[T
Fe=piratory syncytial AFM simple brin nég.atif protéine F 4 ! Eurt-Jones, MatImmunal.,
wirus [R5V 2000
Mouze mammary tumor — ARMN simple brin positf - protéine d'enveloppe 4 ! FRas=a, PMAS, 2002
virus [MRTY] [retravirus]
‘irus Influenza & ARM simple brin nég.atif ARM génomique Tetd RIG-1 Diebuald, Science, 2004 ;
Lund, PMAS, 2004 et Kata,
Immunity, 2005
Human ARMN simple brin positif ; Tetd ! Heil, Science, 2004
immunadeficiency virus [retrowirus]
type 1 [HIW-1]
Vesicular stomatitis virus  ARM simple brin négatif ! Tetd RIG-1 Lund, PRAS, 2004 et K ata,
[WENY] Immunity, 2005
Mewcastle disease virus  ARM simple brin négatif ! ! RIG-1 K ata, Immunity, 2005
(MO
Sendai virus [Sel] AFM simple brin nég.atif ! Tetd RIG-1 MMelchjorsen, J.%irol, 2005
et K.atao, Immunity, 2005
irus de 'encéphalite ARM zimple brin positif ! ! RIG-1 K ata, Immunity, 2005
japonais
Wirus de ARM zimple brin positif ! ! [1dah k. ata, Mature, 2006
I'encéphalomyocardite
[EMICY]
Wirus de Theiler ARM simple brin positif ! ! (L EL k.ata, Mature, 2006
‘irus Mengo ARM simple brin positif ! ! (L EL k.ata, Mature, 2006
AFRMN double brin ! ! FER
irus Coxsackie B [CBEY) BEM simple brin ! Tetd ! Triankafilou,

Cell.Microbicl. 2005




13.1.5.2.3. Ligands naturels

Récemment, les ligands naturels des mTLR7 et hTawR&té identifies comme étant
les ARN simple-brin (Diebold et al. 2004; Heil ¢t2004; Lund et al. 2004). Le mTLR7 et le
hTLR8 reconnaissent les virus a ARN simple-brin pwn’influenza(Diebold et al. 2004;
Lund et al. 2004), le virus de Sendai (Melchjorgnal. 2005) et le virus Coxsackie B
(Triantafilou et al. 2005). L'interaction entre I8&RN simple-brin et les mTLR7 et hTLR8
déclenche le recrutement de la molécule adaptd#iyd@88 menant a 'activation du NkB
et d’autres facteurs de transcription et la pradacde cytokines et de chimiokines pro-
inflammatoires. Apres stimulation avec les ARN diedprin, les mTLR7 et hTLR8 induisent
'activation du NFkB alors que le hTLR7 et le mTLR8 (potentiellemenn+ionctionnel)
échouent, impliquant une différence de spécifidigspeces dans la reconnaissance des ARN

simple-brin.

13.4.5.2.4. Ligands synthétigues ARN simple-brin eiRNA

Des ARN simple-brin viraux purifiés ou des ARN sieyprin synthétiques,
complexés avec des lipides cationiques pour letegeo de la dégradation et faciliter leur
internalisation, peuvent avoir le méme effet queMieus. Bien que la spécificité de séquence
reste peu définie, les ARN simple-brin contenard déquences poly(U) ou riches en GU
peuvent stimuler les MTLR7 et hTLR8 (Diebold et24104; Heil et al. 2004). Il a également
éte trouve que deduplexde siRNA ghort interfering RNAsynthétiques contenant un motif
interne 5-UGUGU-3’ stimulaient les mTLR7 et hTLR8udge et al. 2005). Les séquences
poly(U) ou riches en GU pouvant étre trouvées dissARN non viraux, il semblerait que
les TLR7 et 8 soient capables de discriminer de8eARN du Soi et viraux en reconnaissant
la localisation endocytaire des ARN viraux. Un autiacteur distinguant I'ARN de
mammifére de 'ARN viral ou de 'ARN bactérien ekt niveau de modification de
nucléosides. L’ARN microbien, qui est rarement nfiédiest un activateur potentiel des DC
via les TLR7, 8 et 3, contrairement a 'ARN de mamma&féqui contient des nucléosides
modifiés en abondance (Kariko et al. 2005).

Il a également été montré que les siRNA étaienfpdissants stimulateurs de la

production d'IFNe par les PDC murines et semblaient étre reconnuie paTLR7. En effet,
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des souris déficientes pour ce récepteur n’étgodus immunostimulées par les siRNA
(Hornung et al. 2005).

13.1.5.3.Le TLR9

13.1.5.3.1. Expression et ligands

Le TLR9 est exprimé dans le réticulum endoplasmique digle® au repos (Latz et
al. 2004). Il est tres présent dans les PDC etd#ales B et pas du tout dans les MDQir
tableau 03) Il reconnait des structures présentes dans I'Ad¥$ mycobactéries (ADN
double-brin), les séquences CpG non méthylées,uemnpour leur capacité stimulatrice du
systeme immunitaire (c’est la forme méthylée qédomine dans 'ADN de mammifére).
Les motifs CpG sont présents a une fréquence 20 dopérieure dans I’ADN bactérien
comparé a 'ADN de mammifére. lls induisent un éaénde réponses immunes basé sur
l'activation de cellules immunes primitivement ingplées dans la reconnaissance de ces
molécules. Le TLR9 se lie directement aux ADN CpGaox ODN CpG. L'ADN CpG peut
étre simple ou double-brin, mais 'ODN a une atdivmmunostimulatrice plus puissante
lorsqu'il est non-méthylé et simple-brin (Zelenayaé 2003; Rutz et al. 2004). Le TLR9
reconnait ainsi différents motifs CpG, les séqusneptimales étant 5-GTCGTT et 5'-
GACGTT pour les TLR9 humain et murin respectivem@&auer et al. 2001). Certains virus,
comme le viruHerpes simplexcontiennent aussi des motifs CpG capables deulstines
PDC a produire de I'lFNx via le TLR9 (Lund et al. 2003).

13.1.5.3.2. Trois classes d'ODN CpG
Les effets biologiques de la signalisation par lERY dépendent fortement de la

nature des ligands. Au moins trois classes diggndtODN contenant des motifs CpG ont été
décrites (Kerkmann et al. 2003; Klinman 2004).

L’ODN CpG conventionnel, appelé au€¥DN CpG de type KouCpG-B (exemple :
CpG 2006), a la capacité d’activer les cellulesHBrung et al. 2002). En revanche, il ne
stimule qu’une faible sécrétion d’IF-par les PDC. L'ODN CpG-B comporte de multiples
motifs CpG, et sa structure est stabilisée pamuelstte phosphorothioate.

L’ ODN CpG de type DouCpG-A (exemples : CpG 2336 et CpG 2216), possede une
plus faible capacité a activer les cellules B, mame plus forte capacité a induire la
production d’'IFN de type | par les PDC. L'ODN CpGeantient un seul motif CpG, et son

activité requiert un squelette composé d'un mélaphgesphodiester-phosphorothioate. En
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particulier, la région entourant un motif CpG ddvrétre palindromique et liée au
phosphodiester. De plus, une queue poly-G deuraiticluse a la terminaison 3'.

L’ ODN CpG de type Cprésente a la fois des fonctions d’induction d’l&®type | et
d’activation des cellules B (Hartmann et al. 2008).est constitué d'un squelette
phosphorothioate avec des motifs CpG multiplesest diméres TCG a la terminaison 5'.
Cette structure unique avec un ou plusieurs me§& en 5’ et un palindrome en 3’ pourrait
autoriser la formation deluplex dans I'environnement endosomal. La séquence la plu
puissante est appelée M362 et contient une séquealtedromique centrale avec des
dinucléotides CG, une caractéristigue du CpG-Ayret'motif TCGTCG" a I'extrémité 5’,
présent dans le CpG-B (Jurk et al. 2004).

13.1.5.3.3. Un méme TLR pour des effets différents

Pour expliquer comment les différents agonistesSTdR9 pouvaient conduire a des
résultats aussi distincts, I'importance de leunlsation intracellulaire a été suggérée (Honda
et al. 2005; Guiducci et al. 200@)oir figure 09)

Les étapes précoces dans les voies de transdudictisignal induit par le CpG peuvent
étre bloguées par des inhibiteurs de l'acidificafisaturation endosomale (Hacker et al.
1998; Yi et al. 1998; Manzel et al. 1999; Ahmad-adegt al. 2002) ou par des inhibiteurs de
la PI3K (phosphatidylinositol 3-kina$equi semble avoir un réle dans linternalisatide
'ODN CpG-B (Ishii et al. 2002).

Apres internalisation dans un compartiment endosdPA®N CpG monomérique de
type B est rapidement transféré et dégradé ddgsdsome (endosomes positifs pour LAMP-
1 (Lysosome-associated membrane protéineh présence des molécules transductrices du
signal, telles que MyD88 et I'IRF5, ce qui induib enajorité la production de TNé&-
(Asselin-Paturel and Trinchieri 2005; Honda et28l05), alors que I’ADN CpG multimérique
de type A est retenu dans I'endosome des PDC hesidendosomes positifs pour TfR
(Transferrin receptdy), en présence de MyD88 et IRF7, ce qui induit reajorité la
production d'IFNe (Asselin-Paturel and Trinchieri 2005; Honda et28l05). Quand le CpG-

B est complexé dans des microparticules pour miestructure des CpG-A multimériques,
il se retrouve dans les endosomes TéRinduit la sécrétion d’IFN par les PDC, alors que
des formes monomériqgues de CpG-A se retrouvent dassendosomes LAMP:1

accompagnées par une perte de production didF-un gain dans l'activité de maturation
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des PDC. Les séquences CpG-C, qui induisent aidd’'fBN-a et la maturation des PDC,
sont distribuées dans les deux types d’endosoneglu3, si TADN CpG-B est modifié par
des lipides cationiques pour étre retenu dans disache, il peut induire la production d’'IFN
de type |, tandis que la formation d’une tétradpaBla queue poly-G tend a induire un auto-
assemblage des ADN CpG-A en nanoparticules, gusemsBlent a une structure virale
(Kerkmann et al. 2005). Cette structure particaliecontribuerait a la localisation
intracellulaire de 'ADN CpG-A et a sa potentialitéirus-ike" a induire I'lFN-a dans les
PDC. La structure des CpG serait donc essentielle prienter leur localisation et ainsi leur

action sur la PDC.

Figure 09.Activation de réponses différentes dans la PDQ’'ggut de différents types de CpG.
Une étude récente semble avoir €élucidé en partiéag¢an dont les CpG-A se

retrouvaient localisés dans des endosomes préeatmssque les CpG-B étaient dirigés vers
des lysosomes. En effet, le récepteoavengerCXCL16, exprimé sur les PDC humaines
mais pas les cellules B, semble contribuer a isdia capture et activité stimulatrice du CpG-
A (Gursel et al. 2006). Cette interaction sélectibeutit a I'accumulation du CpG-A dans les

endosomes precoces plutét que dans les vésicslesomales.
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13.1.5.3.4. TLR9 humain versus murin

Le systeme TLR9 est différent entre 'hnomme etdarss. Tout d’abord, I'expression

de TLR9 chez 'homme est restreinte aux PDC etaalixles B, alors que chez la souris elle

est aussi observée dans les MDC. Ensuite, la répdes PDC aux agonistes du TLR9 est

egalement différente. Les PDC humaines peuvenétale I'IlFNa mais ne produisent pas
d’'IL-12, mis a part peut-étre en réponse a CpG OODN40L (Krug et al. 2001). Les PDC

murines, cependant, peuvent produire a la foisleN-a et de I'lL-12via la signalisation du

TLR9. De facon intéressante, les PDC murines psashiiprincipalement de I'lFN- et de

'IL-12 en réponse aux ADN CpG de type A et B, mdjvement. Malgré ces différences, le

systeme PDC chez I'homme et la souris est le mémtemnes d’expression sélective de

TLR9 et de capacité unique de produire de I'l&Nn réponse aux agonistes des TLRO.

13.2. Voies de signalisation intracytoplasmiqugsetéantes des TLR

L’activation des voies de signalisation des TLRveot de leurs domaines TIR
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Figure 10.Voies de signalisation induites par les TLR. D’airvivogen
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cytoplasmiques. Quatre adapteurs contenant des igesndIR semblent jouer un role
important dans ces voies de signalisation : MyD&8gloid differentiation primary response
gene 88 TIRAP/MAL (TIR-domain-containing adaptor protein / MyD88 adaplike),
TRIF/TICAM1 (TIR domain containing adaptor-inducing It TRAM/TICAM2 (Trif-
related adaptor molecu)gSeya et al. 2005; Akira et al. 2006). Ces adapta sont associés
avec les TLR par des interactions homophiliquesles domaines TIR. Chaque TLR induit
des réponses distinctes en association avec unbiraison différente de ces adaptateurs
(voir figure 10) MyD88 fonctionne comme un "adaptateur universel” castlutilisé par tous
les TLR (a I'exception du TLR3) pour déclenchectigation du facteur de transcription NF-
KB ; TIRAP est nécessaire pour recruter MyD88 au TLR2 et [aR4T; la signalisation du
TLR4 requierfTRIF pour l'activation du NFB et du facteur de transcription IRF3 ; et enfin,
le TLR4 a besoin d@RAM pour recruter TRIF et la signalisation en avalsgmutive. Un
cinquieme adaptateur contenant un domaine $BRM (sterile alpha and HEAT/Armadillo
motif), a été récemment identifie comme étant un inkibitde la signalisation de TLR3 et
TLR4 (Carty et al. 2006) et pourrait ainsi contebau controle de I'inflammation. Il interagit
faiblement avec TRIF dans les cellules non-stingjléeaais une stimulation par le LPS
conduit a la stabilisation du complexe SARM-TRIRéauant ainsi I'effet de TRIF et la
signalisation en aval des TLR4 et 3.

Les voies de signalisation induites par les TLRvpatl se diviser grossierement en
trois catégories : les voies dépendantes de la amleléadaptatrice MyD88 aboutissant a
I'activation du NFkB (utilisées par tous les TLR, sauf le TLR3), leseg indépendantes de
MyD88 (utilisées par les TLR3 et TLR4), et la valépendante de MyD88 aboutissant a
I'activation des IRF Ifiterferon-regulatory factons spécifique aux TLR7/8 et TLRO.

13.2.1. Voie dépendante de MyD88 menant a I'activiah du NF-kB :

L’adaptateurMyD88 posséde un domaine TIR dans son extrémité C-tatengt un
domaine de mort dans son extrémité N-terminaleéémtimulation, MyD88 recrute IRAK
(IL-1 receptor-associated kingspar I'interaction des domaines de mort des deojeaules
(voir figure 10) Deux membres de la famille IRAKRAK-1 et IRAK-4 sont activés par
phosphorylation et s’associent avd@RAF6 (tumor necrosis factor(TNF) receptor-
associated factor 6 TRAF6 forme un complexe avec des enzymes conjubjabiquitine
pour activerTAK1 (TGF-Factivated kinase )l menant a l'activation du facteur nucléaire

(NF)-kB et deAP-1 (activator protein-) via le complexe canoniqu&K (I14B kinase et la
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Encadré 9: Le NF-kB (Chen 2001)

Le NF-xB (Nuclear factor xB) est un facteur de transcription nucléaire eucaryote qui contréle
I’expression d’un grand nombre de genes critiques pour la régulation de I’apoptose, la
prolifération cellulaire, la réplication virale, la tumorigénese, I’inflammation et des maladies
autoimmunes variées. Des signaux pro-inflammatoires, principalement le TNFa, I’IL-1 ou
des ligands des TLR, mais également des facteurs de croissance, des cytokines, des
lymphokines, les UV et des agents pharmacologiques se lient a leurs récepteurs
correspondants, conduisant Cytokines

a un recrutement des vinss TFo i
protéines associées au Becteri M
récepteur (voir figure 5). Proinflammatory 8 ol .mmwmu iy
Ces protéines recrutent & R o B
leur tour TRAF2 ou 3 ; \ _—
TRAF6 qui activent des lr S NN IKKy NIK @
kinases & sérine-thréonine E5C ‘“EM"]
de la famille des : IKKor IKKB
MAPKKK (mitogen- ¥ ©
activated protein kinase
kinase kinase) telles que

IKKo. ” KKt

TAK1 (TGF #-Activated p-TrcP

Kinase 1), NIK (NF-xB- {gmdat.m /
inducing kinase) et Jdus ps?rgs e
MEKK1 (MAP-kinase A Rrotrezoms e s

kinase). Ces kinases
phosphorylent et activent
les complexes IKK (1xB
kinases), dont le principal
contient deux sous-unités
catalytiques, IKKa et
IKKJ, et un composant
structural appelé RS - - A
NEMO/IKKY/IKKAP, qui Figure 5. Voies de signalisation menant a I’activation du NF-«xB et a
pourrait transmettre les I’induction de transcription de plusieurs génes, apreés divers stimuli.
signaux en amont aux IKK

et peut-étre induire I’assemblage du complexe IKK.

Le NF-xB est composé d’homo- et hétérodimeéres de cing membres de la famille Rel/NF-xB
incluant NF-kB1(p50/p105), NF-kB2(p52/p100), RelA(p65), RelB, et c-Rel (Rel). La forme
active prévalente de NF-xB est un hétérodimere de sous-unité p50 ou p52 et p65, qui contient
les domaines de transactivation nécessaires pour I’induction de genes. Dans sa forme inactive,
le NF-kB est séquestré dans le cytoplasme, lié par I’une d’entre les plusieurs molécules
inhibitrices, incluant IxBa., kB, 1kBg, p105 et p100. Les IKK induisent la phosphorylation
des molécules inhibitrices, suivie par I’ubiquitination puis la dégradation complete des 1B,
ou la dégradation partielle de la partie C-terminale des précurseurs p100 et p105. Ceci aboutit
a I’exposition des signaux de localisation nucléaire (NLS) sur les sous-unites de NF-kB, ou au
clivage du précurseur p100 en sous-unité p52, et la translocation de la molécule dans le
noyau. Dans le noyau, NF-«B se lie a la séquence consensus (5’GGGACTTTCC-3") de génes
variés, activant leur transcription.



voie de signalisation de IMIAPK (mitogen-activated protein kingserespectivement. Le
complexe IKK phosphoryle I'inhibiteurkB, ce qui libere le facteur de transcription KB;
pour induire I'expression des génes cible. Cette e signalisation est essentielle pour
'expression des genes dgtokines inflammatoires dont TNFe, IL-6, IL-12, et IL-13, et
desmolécules de costimulatior(Akira et al. 2006). Dans le cas des voies deatiggtion du
TLR2 et du TLR4,TIRAP est aussi requis pour I'activation de la voie déjaate de MyD88
(Horng et al. 2002; Yamamoto et al. 2002). TIRARte@nt un domaine de liaison au PIP2
(phosphatidylinositol 4,5-bisphosphatgui permet le recrutement de TIRAP a la membrane
plasmique (Kagan and Medzhitov 2006\ il aide au recrutement de MyD88 au TLR4 activé

pour initier la transduction du signal.

13.2.2. Voie indépendante de MyD88 :

En plus des signaux pro-inflammatoires, certainsnbres de la famille du TLR
déclenchent I'induction des IFN de typévbir figure 10) En particulier, TLR3 et TLR4 ont
la capacité d’'induire les IFN de type I, les cyt@ds de la famille de I'lL-10 et les genes
inductibles par 'lFN de maniére indépendante deDBy (Kawai et al. 1999). Ainsi, cette
voie de signalisation est appelée la voie indépetedale MyD88. L’adaptateulRIF
(Yamamoto et al. 2002; Oshiumi et al. 2003) esem$sl pour la voie indépendante de
MyD88 induite par TLR3 et 4 (Hoebe et al. 2003; Yanoto et al. 2003). TRIF est aussi
requis pour I'induction des cytokines inflammatsians la voie de signalisation de TLRA4.
L’'adaptateurTRAM est également essentiel pour la voie indépendknidyD88 induite par
TLR4 (Bin et al. 2003; Oshiumi et al. 2003; Yamamet al. 2003). L’extrémité N-terminale
de TRAM a un site de myristoylation, responsablesddocalisation membranaire et de la
signalisation de TLR4. TRAM agit comme adaptateantl TLR4 et TRIF (Oshiumi et al.
2003).

TRIF interagit avec deux IKK non-canoniques, liKfducible IKK) / IKK € et TBK1
(TRAF family member-associated MB- activator-binding kinase )1/ NAK (NF-«B-
activating kinasg/ T2K (TRAF-2-associated kinaseonjointement avetRAF3 (Hacker et
al. 2006; Hoebe and Beutler 2006; Oganesyan &0a6). TBK1 est également activée par
NAP1 (NAK-associated protein)1qui facilite son oligomérisation (Fujita et &003). Les
deux IKK phosphorylentRF3, permettant a ce dernier de se transloquer dansyau et

d’activer le promoteur delFN-f3 (Fitzgerald et al. 2003; Sharma et al. 2003; Heratral.
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2004; McWhirter et al. 2004; Perry et al. 2004)p@=sdant, I'lRF3 serait également impliqué
dans I'activation du géene de I'lL-12p35 apres baisles TLR3 et 4 (Goriely et al. 2006).

D’un autre co6té, la signalisation du TLR3 induitakgnent I'activation du facteur de
transcription NF«B, mais par une voie indépendante de MyD88. En,eéfH1 (receptor-
interacting protein-) est impliqué dans la réponse KB-a I’ARN double-brin induite par
TLR3. RIP1 se lie a I'extrémité C-terminale de TRi& un motif d’interaction homotypique
RIP (RHIM). Dans les cellules sans RIP1, l'activpatidu NFkB induite par TLR3 et
l'induction consécutive de ICAM lirtercellular adhesion molecule) sont défectueuses,
alors que l'induction d’'IFN3 est intacte. Au contraire, les réponses au LPErsmmales en
absence de RIP1. Cependant, le LPS ne peut paglestittactivation du NF«B dans des
cellulesrip”MyD88", révélant que RIP1 est aussi requis pour la veisighalisation du NF-
KB induite par TLR4 dépendante de TRIF. Apres atitwadu TLR3, RIP1 est modifié par
des chaines polyubiquitines et est recruté pat.R3TavecTRAF6 et TAK1, suggérant que
RIP1 utilise un mécanisme dépendant de I'ubiquisinglaire pour activer IKKB en réponse
au TNFa et aux ligands du TLR3 (Meylan et al. 2004). Unedé supplémentaire nous
apprend que l'inhibition de la PI3K augmente I'aation du NFkB et la synthése d’IFNs-
dépendantes de TRIF en aval des TLR3 et 4 (Aksogl.et
2005).

DM
containing
unmethylated

13.2.3. Voie dépendante de MyD88 menant &
I'activation des IRF :

La signalisation des TLR7 et 9 peut induire, nc
seulement des cytokines inflammatoires, mais égaierdes
IFN de type |, dont I'lFNa et I'IlFN-. Tous ces effets sont
dépendants de MyD88 (Hemmi et al. 2003)ir figure 10)
L’induction de genes de I'lFN de type | peut serdaen
absence de TRIF, mais il est essentiel pour I'esgpoe d’IFN-
[ induite par le TLR4. De plus, IK&et TBK1 ne sont pas nor

Sl et Bt

plus indispensables pour I'induction de génes iNI'de type

| passant par les TLR7/9.

En aval de MyD88, les voies de signalisation

séparent entre la voie activant le KB-et celle activant I'lRF- _ . o
Figure 11.Voies de signalisation

induites par le TLR9. D’aprés
(Honda and Taniguchi 2006).
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7. Cette derniére est évidente dans les PDC. L&BIEst requis pour I'expression de génes
inflammatoires, alors que I'IRF7 est essentiel pinduction de genes de I'IFN de type I.
Les deux facteurs de transcription résident dartyteplasme sous formes inactives et sont
transloqués dans le noyau apres stimulation.

L’IRF-7 est colocalisé avec MyD88, alors que I'lRBFie I'est pas (Honda et al. 2004;
Kawai et al. 2004), et peut s’associer directenaseic MyD88 ou TRAF6, formant un large
complexe moléculaire qui méne a la production d’tlé\type I(voir figure 11)

Apres liaison du TLR9 par les ADN-CpG, le lien erlRF7 etMyD88 est activé par
une cascade de protéines kinases qui impllRAK-4, IRAK-1 et IKK a, en association
avecTRAF6. Une activation similaire de I'lRF7 se produit auapres activation du TLR7
avec des ARN simple-brin.

Il a été montré que L'IRF7 était impliqué de fagoitique et sélective dans cette voie
car une déficience en IRF7 interférait sérieuseraeat la capacité des PDC stimulées par les
TLR7/9 a produire des IFN de type |, mais pas lasea cytokines (Honda et al. 2005).
IRAK-1 s’associe aussi avec I'IRF7 et est critiquoair son activation et I'induction de géenes
de I'lFN de type I. Tout comme pour la déficience IRF7, une déficience en IRAK-1 ne
conduit pas a une production défectueuse de cyekirflammatoires, mais a une production
défectueuse d’IFNx (Uematsu et al. 2005).

Le mode d’activation du NKB et de I'lRF7 par le complexe moléculaire comprégna
MyD88, IRAK-1 et IRF7 n’est toujours pas élucidée Eacon intéressante, une déficience en
TRAF3 menait a un phénotype défectueux dans labgation des TLR7/9 similaire a celui
des souris déficientes en IRF7 ou IRAK1, en tergfiggctivation sélective de I'induction
d’'IFN de type | (Hacker et al. 2006; Oganesyan |e2@06). TRAF3 semble fonctionner
comme un gouvernail moléculaire pour diriger v&rgluction d’IFN de type |. La déficience
en TRAF3 méne aussi a une production défectueukel@; qui induit une surproduction de
cytokines inflammatoires. TRAF3 semble jouer de hogux rdles critiques pas seulement
dans la signalisation des TLR7/9, mais égalemens des voies des TLR3/4 et les voies
cytosoliques indépendantes du TR I'interaction avec TRIF ou IKE/TBK1 (Hacker et al.
2006; Oganesyan et al. 2006).

La fonction exacte des autres molécules entrage@fnommeées dans la figure 11)
n'est pas connue, mais des études&rimk-outde genes ont montré qu’elles étaient toutes
essentielles. Par exemple, le facteur de transmmipfT-bet permet I'augmentation

d’expression, spécifique du tissu, de l'ostéopantintracellulaire Qpn-i) dans les PDC.
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L’ostéopontine pourrait donc contribuer a I'expiessd’IFN-a dans ces cellules (Shinohara
et al. 2006). En effet, une déficience en Opn telduproduction d’'IFNer dépendante du
TLR9 mais épargne l'expression et la transcriptide cytokines pro-inflammatoires

dépendantes de NiB.

13.2.4. Les IRF (Interferon-Regulatory Factors), fateurs de transcription
impliqués dans l'activation des genes de I'lFN deype | :

L’induction de genes de I'IFN de type | dans delutes infectées par un virus est
principalement une conséquence de I'activationstaptionnelle d’éléments de réponse au
virus (VRE =Virus-Responsive Elemejtgui sont localisés dans la région en amont thu si
d’initiation de la transcription des genes de l'IF#& type |. Les VRE contiennent
généralement des sites de liaison pour les IRFe{@pplSRE), et le VRE du gene IFNB
contient également des sites de liaison pour lxRIet la protéine activatrice AP1 (Wathelet
et al. 1998; Mamane et al. 1999; Taniguchi et @012. Parmi les IRF, quatre (IRF1, IRF3,
IRF5 et IRF7) ont été impliqués en tant que réguieg positifs de la transcription des genes
de I'lFN de type | (Mamane et al. 1999; Tanigudhale 2001).

La famille des IRF de mammiféres comprend neuf membIRF1, IRF2, IRF3, IRF4
(aussi connu sous le nom de LSIRF, PIP ou ICSARF5l IRF6, IRF7, IRF8 (aussi connu
sous le nom de ICSBP) et IRF9 (aussi connu engaetISGF$) (Taniguchi et al. 2001;
Lohoff and Mak 2005). Chaque IRF contient un doreaie liaison a 'ADN bien conservé
d’environ 120 acides aminés; il est localisé deEnpartie N-terminale et forme un motif
hélice-boucle-hélice. Cette région reconnait urgpisgce d’ADN consensus connue comme
I'élément de réponse stimulé par I'lFN (ISRE ou {RFE IFN-stimulated response elemgnt
(Taniguchi et al. 20019ar il a été tout d’abord identifié dans les proeoos de genes induits
par la signalisation des IFN de type | (Taniguchd & akaoka 2001; Decker et al. 2005;
Platanias 2005). Les ISRE sont également trouvis ks promoteurs des génes qui codent
pour les IFN de type | eux-mémes, tout comme demprtomoteurs de plusieurs autres genes
qui sont impliqgués dans I'immunité et 'oncogénekes régions C-terminales des IRF, a
'exception de IRF1 et IRF2, ont un domaine d’assiian des IRF qui est responsable des
interactions homo- et hétéromériques avec d’'autrembres de la famille ou des facteurs de
transcription comme PU.1 et STAT (Mamane et al919%®niguchi and Takaoka 2001).
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13.2.4.1. L'IRF1

L'IRF1 a été le premier membre de la famille des IRF fquidécouvert comme

activant les promoteurs dans les genes de I'lFNype | (Miyamoto et al. 1988). Le NDV
peut induire de 'ARNm codant pour IFtl-et IFN3 de maniere normale dans des
fibroblastes de souris embryonnaires (MEMeuse Embryonic Fibroblastérf1” (Takaoka

et al. 2005), indiquant que I'IRF1 n'est pas essémour I'induction de génes de I'IFN de
type | par la voie cytosolique activée par le vir@ar ailleurs, IRF1 est un modulateur
puissant du développement et de la maturationtifomtelle des MDC. En effet, des souris
déficientes pour I'IRF1 présentaient une prédonmieasie PDC et une réduction sélective de
MDC. Des DC spléniques IRF1étaient incapables de finir leur maturation etievades
caractéristiques plasmacytoides et tolérogénigpessaine infection viralex vivoetin vivo
(Gabriele et al. 2006).

13.2.4.2. L'IRF3 et 'IRF7

L’ IRF3 et 'IRF7, qui sont hautement homologues, ont beaucou diiitention, en

tant que régulateurs clés de I'expression de géaéd-N de type | induite par les virus.
L'IRF3 est exprimé constitutivement tandis que FIR est exprimé en petites
guantités dans la plupart des cellules et estrfate induit par la signalisation de I'lFN de

type I. La liaison des IFN de type | a leur réceptaboutit a I'activation d’'un activateur

Phase précoce Phase tardive I I

-0}
Vims @ @ O
Plasma membrane Type | IFN receptor @

?%@“%@ =46 |

&)

28 20

N Nucleus

Figure 12.Les deux stades (précoce et tardif) de la bouclettecontréle positive induisant la production
d’'IFN de type | aprés stimulation par un virus. pras (Honda and Taniguchi 2006).
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Encadré 10: Promoteur du géne de I’'IFN-B (1° partie)

On sait depuis longtemps que les membres des familles du NF-xB et des IRF coopérent pour
le contréle de la transcription de plusieurs genes de cytokines. Les génes les plus étudiés ont
été ceux associés a I’induction du gene IFNB.
A La région promotrice du géne de I’lFN-
contient au moins quatre cis éléments
régulateurs, nommeés les domaines
régulateurs positifs (PRD = positive
regulatory domains) I, 11, Il et IV (Kim
and Maniatis 1997) (voir figure 6 A).
Quant aux régions promotrices des génes
de I’IFN-a, elles contiennent des éléments
PRD I et PRD Ill-like (Ryals et al. 1985).
PRD I et PRD I11 sont les sites de liaison
pour les membres de la famille des IRF,
alors que les éléments PRD Il et PRD IV
sont respectivement pour le NF-xB et AP-
1 (activator protein 1 ; un hétérodimeére de
ATF2 (activating transcription factor 2)
avec c-JUN). A I’état de repos, le site de
départ de transcription (localisé a la paire
de bases +1) du géne de I’IFN-p est
D J— couvert par un nucléosome. Aprés
infection virale, les PRD dirigent
I’assemblage des IRF, NF-xB, AP-1 et
HMG-I1(Y) (high mobility group protein)
pour former un complexe appelé
« enhanceosome » (Kim and Maniatis
1997). L’assemblage de ces facteurs de
transcription sur le promoteur du géne
IFNB aboutit a des interactions physiques
coopératives entre ces facteurs de transcription. L’enhanceosome résultant est plus stable et
efficace pour induire la transcription qu’aucun de ses composants individuels liés
indépendamment au promoteur (Wathelet et al. 1998). L’enhanceosome recrute des histone
acetyl transférases (HAT), nommées GCN5 (general-control-of-amino-acid synthesis 5) et
CBP (cyclic-AMP-responsive-element-binding protein (CREB)-binding protein) / p300
(Taniguchi et al. 2001) pour acétyler (Ac) les résidus de lysine des histones H3 et H4 dans le
nucléosome, qui est localisé au site de départ de transcription du promoteur du gene de I’IFN-
B et le couvre, inhibant I’induction du géne a I’état de repos (Agalioti et al. 2000) (voir figure
6 B). Ensuite, I’holoenzyme RNA polymerase Il (a laquelle il manque le facteur de
transcription TFIID) est recrutée au promoteur, puis I’acétylation des histones facilite le
recrutement d’un complexe de remodelage de la chromatine, BAF (Brahma-related gene
(BRG)-Brahma (BRM)-associated factor) (voir figure 6 C), qui force le déplacement du
nucléosome hors du site de départ de transcription. Ce déplacement nucléosomal permet le
recrutement du complexe de transcription TFIID au promoteur — un événement essentiel pour
I’induction de I’expression du gene de I’lFN-B (Agalioti et al. 2000) (voir figure 6 D).

+1 bp

S~ .
/ RNA polymerase Il }

Figure 6. Transcription du géne de I’lFN-[3 aprés une
infection virale. D’aprées (Honda et al. 2006).



transcriptionnel hétérotrimérique connu sous le rEMSGF3 IFN-stimulated gene factor
3), constitué de I'RF9, de STATIsinal transducer and activator of transcription ét
STAT2, et responsable de l'induction du géRE7 (Marie et al. 1998; Sato et al. 1998).

Les IRF3 et 7 résident dans le cytosol sous unaddatente et, apres une infection
virale, sont phosphorylés sur des résidus seéripésifgjues dans la région C-terminale
(régulatrice), permettant leur dimérisation et lganslocation dans le noyau. Les IRF3 et 7
phosphorylés peuvent former des homo- ou hétéradsnpermettant a I'lRF d’'interagir avec
les co-activateurs CBPCyclic-AMP-responsive-element-binding protg/@REB)binding
protein) ou p300 pour former un holocomplexe dans le nayam et al. 1998; Sato et al.
1998; Weaver et al. 1998; Yoneyama et al. 1998a&ubt al. 2000). L’holocomplexe se lie
ensuite a sa séquence ADN cible (sur les géneslkié tle type | et certains génes de
chimiokines) et altérerait la structure chromatime locale via I'activité histone-
acétyltransférase des co-activateurs. De plustr@'adacteurs de transcription sont recrutés
pour former lenhanceosomgoir encadrés n°10 et 11 "Promoteur du gene B&lHA") ; la
transcription des genes cibles est ainsi initiée.

L'IRF3 est un activateur puissant du geleNB mais pas des gendENA, a
I'exception delFNA4, alors que I'IRF7 active efficacement a la fois g&nedFNA et IFNB
(Marie et al. 1998; Sato et al. 1998; Sato et @D(2.

Ces découvertes ont conduit a l'idée que I'IRF3t gtancipalement responsable de
I'induction initiale du géndFNB, alors que I'lRF7, dont 'augmentation d’expressjgasse
par les IFN de type | eux-mémes, est impliqué damhase tardive de I'induction des génes
de I'lFN de type I(voir figure 12) C’est-a-dire que l'induction du gemeNB qui passe par
IRF3 initie une induction en deux temps des gered|BN de type | par une boucle de
rétrocontréle positive (dans laquelle I'inductionRF7 dépendante de I'lFN de type | assure
la seconde étape), permettant ainsi la producfiicaee d’'IFN de type | pendant l'infection
virale. Ce modele de production d'IFN de type | t& &outenu par plusieurs études ;
cependant, la génération de sourfg” permit plus tard une vérification plus rigoureuse d
ce modeéle. Dans les MEF de souri§ ™, I'induction des génes de I'lFN de type | par les
virus & ARN simple-brin (VSV etncephalomyocarditis viruEMCV)) est séverement
défectueuse (Honda et al. 2005), indiquant queF7IRest crucial pour la voie cytosolique
d’'induction des génes de I'IFN de type | par casiiet que la contribution de I'IRF3 est
mineure en I'absence d’'IRF7. Un modele de rétraébmtpositif révisé a donc été propose,
dans lequel 'IRF7, exprimé en petite quantité, Isierétre crucial pour l'activation de la

phase initiale de l'induction des génes de l'IFN wypee I. L’homodimére d’'IRF7 ou
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Encadré 11: Promoteur du gene de I’lFN-B ( partie)

L’interaction classique entre les IRF et le NF-kB se produit via la liaison indépendante des
facteurs de transcription a des sites adjacents. En revanche, il est de plus en plus évident que
I’IRF3 peut former un complexe directement avec la sous-unité du NF-kB p65 (connue aussi
sous le nom de REL-A), par la liaison du RHD (REL-homology domain) de p65. De cette
maniere, IRF3 peut fonctionner comme un co-facteur spécifique du promoteur et du signal
pour activer la transcription d’un éventail de génes dépendants du NF-«xB, sans liaison directe
a un ISRE (Wietek et al. 2003; Leung et al. 2004; Ogawa et al. 2005). Ainsi, apres liaison du
TLR4, I’induction des génes codant pour CXCL9 et CLIC4 (chloride intracellular channel 4),
contenant tous deux le site de liaison au NF-kB mais pas les ISRE, requiert I’IRF3 en tant que
co-activateur (voir figure 7 F).
A I’inverse, les MEF déficientes en p65 présentent un défaut marqué d’induction de génes
contenant des ISRE en réponse a la liaison du TLR4, E
indiquant que les complexes IRF3-p65 (avec la liaison de
I’IRF3 a I’ISRE) soutiennent une induction totale de ces
genes (Wietek et al. 2003; Ogawa et al. 2005). Aprés liaison
du TLR4, Iactivation induite par IRF3 des génes contenant
des ISRE, tels que ceux codant pour CXCL10 (CXC-
chemokine ligand 10) et IFIT1 (IFN-induced protein with
tetratricopeptide repeats 1), requiert donc p65 en tant que
co-activateur, probablement pour le recrutement de CBP ou
p300 (voir figure 7 E).
Mais p65 n’est pas requis pour I’activité d’IRF3 en réponse
a la liaison d’un TLR différent, le TLR3 (Wietek et al.
2003). Ainsi, selon la nature de la signalisation, IRF3
fonctionne soit comme un co-activateur essentiel de p65
pour la transcription de genes dépendants du NF-«B, soit
p65 fonctionne comme un cofacteur pour IRF3 pour la
transcription de génes dépendants de I’IRF.
L’importance de la coopération entre NF-xB et IRF3 a e ®
également été confirmée par une étude récente montrant que @@.@
la répression induite par le récepteur du glucocorticoide (GR
= ligand-bound glucocorticoid receptor) des programmes
d’expression de génes dependants du TLR opére via IRF3
ou NF-xB (Ogawa et al. 2005). Le récepteur du
glucocorticoide réprime les réponses transcriptionnelles de
diverses voies de signalisation pro-inflammatoires et exerce ) A o=
des effets anti-inflammatoires dans des maladies variées de PIFN-P apres une infection

| X M D ) ' virale. D’apres (Honda and
Des études récentes ont révélé gque la liaison du ligand au Taniguchi 2006).
récepteur du glucocorticoide empéche les interactions entre
p65 et IRF3 en liant le RHD de p65 et donc en entrant en compétition avec IRF3 pour la
liaison a ce site. En conséquence, le récepteur du glucocorticoide réprime un large éventail de
genes pro-inflammatoires (Ogawa et al. 2005) (voir figures 7 G et H). Ce mécanisme de
trans-répression opére sur la voie dépendante de MyD88. L’interaction spécifique du signal
d’IRF3 avec p65 pourrait donc réguler différentiellement le programme d’expression des
génes en réponse a divers pathogenes. Il est probable que des interactions additionnelles des
IRF avec des co-activateurs, et probablement des co-répresseurs, seront identifiées dans des
études futures, et ces efforts devraient mener a une compréhension plus compléte des
mécanismes soulignant la régulation et la fonction des IRF.

CBF or
p300

"(CLL’J CLIC4

MNF-xB- bnndnng mauf

Figure 7. Transcription du géne



I'hétérodimere d'IRF7 et IRF3, plutét que I'homodire d’IRF3, pourraient donc étre plus
importants pour la voie cytosolique d’'induction dgses de I'IFN de type | par les virus. |l
est probable que 'homodimére d’'IRF3 participeiadiction d’autres genes, comme le géne
codant pour la chimiokine CXCL10 (Nakaya et al. PO@\prés I'activation initiale des génes
de I'IFN de type | par I'lRF7 (et dans une moindnesure I'lRF3), la boucle d'amplification
entre en jeu, et la participation de I'lRF7 (indpér I'lFN de type 1) est cruciale pour que
'induction des génes de I'IlFN de type | soit coatpl L'expression des PRR cytosoliques
RIG-I et Mda5 est également induite par les IFNyge |, contribuant ainsi a la régulation de

rétrocontrble positif.

13.2.4.3. L'IRF5

En plus de I'IRF3 et de I'IRF7, les réles critiques
d’autres IRF ont aussi été révélés.IRF5 est également
colocalisé avec MyD88 et TRAF6 et s’associe avex eu
(Takaoka et al. 2005). A la différence de IRF7, geilie au
domaine de mort de MyD88, IRF5 interagit avec lgiog
centrale (connue sous le nom de domaine interméjliei une
partie du domaine TIR de MyD88 (Negishi et al. 2005
L’activation de la voie dépendante de MyD88 par ligands
des TLR7 et 9 conduit a la dimérisation puis aadaglocation
de I'IRF5 dans le noyau (Schoenemeyer et al. 208kaoka et
i al. 2005). L'IRF5 se lierait ensuite aux ISRE dépromoteur
de génes codant pour des cytokines pro-inflamnestoftels
que ceux codant pour TNF, IL-6 et IL-12p40) (Takaak al.
2005)et pour I'IFN de type I(voir figure 13) En effet, une

expression ectopique d’'IRF5 autorise la productidiN de

type | via le TLR7 alors qu’une déficience en IRRBuite par

Figure 13.Voies de signalisatic
induites par le TLR9. D’aprés

(Honda and Taniguchi 2006). (5choenemeyer et al. 2005).

Cependant, le moyen par lequel IRF5 participeralliction d’autres genes cibles reste

des siRNA réduit la réponse IFN de type | au R848

a étre clarifie.
Bien qu’il soit probable que IRF5 coopére avec ®B-et les MAPK pour induire des
genes de cytokines pro-inflammatoires, I'activatcthn NFkB et des MAPK JNK JUN N-

terminal kinasg et p38 intervient normalement dans des cellulesfB8" (Takaoka et al.
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2005). En accord avec ceci, certains géenes dépendamNFkB (comme le gene codant pour
IkBa) sont exprimés normalement dans les celllifég” (Negishi et al. 2005). De plus, aprés
liaison du TLR9 dans les PDC provenant de souffs”, I'induction des génel-NA n’est
pas affectée (Takaoka et al. 2005).

13.2.4.4. L'IRF4
MyD88 interagit aussi avec un autre IRRRF4 (voir figure 14) L'IRF4 régule de

facon négative la voie de signalisation (NegishaleR005). La déficience en IRF4 n'affecte
pas la capacité des PDC stimulées par les TLRA&8c&ter de I'lFNa mais induit une
surproduction de cytokines inflammatoires. Celleast accompagnée d’une activation
augmentée de NkB et de MAPK. Cette hyperactivité n’est pas seul@nudservée dans la
signalisation des TLR7/9 mais également dans cEeTLR2/4. L'IRF4, mais pas I'IRF7,
peut entrer en compétition avec I'lRF5 pour I'asation avec MyD88, ce qui pourrait étre
important pour le phénotype des souris déficieetedRF4. Les membres de la famille des

IRF sont donc impliqués de facon critique dansdaalisation des TLR.

13.2.4.5. L'IRF8

L’ IRF8 est impliqué dans les réponses induites pa

TLR9 car les PDCIf8" n'arrivent pas & produire de
cytokines pro-inflammatoires et de l'lF&-en réponse au
ligand du TLR9(voir figure 14) De plus, dans des cellule
déficientes en IRF8, l'activation du N€B stimulée par le
TLR9 est défectueuse (Tsujimura et al. 2004). L8R

augmente la signalisation en interagissant aveen efctivant,
TRAF6 (Zhao et al. 2006). En réponse a la liaisomdR4 ou
du TLR9, des macrophages et des MDC de solfgs
n'arrivent pas a induire les génes codant pourcigekines

pro-inflammatoires TNF et IL-6 (Tsujimura et al.(@) Zhao

et al. 2006). Ce défaut est attribué a l'incapadié cellules

Irf8” & activer le NFkB et/ou les MAPK en réponse

l'activation des TLR. La participation de I'lRF8la voie de T z
IF-xB-binding moti
signalisation dépendante de MyD88 pourrait ajoudera Figure 14.Voies de signalisatic

. . . L . . induites par le TLR9. D’apres
diversité de la cascade de signalisation en awllT® et ainsi  (Honda and Taniguchi 2006).
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permettre I'activation spécifique du type cellutaat spécifique du signal de genes cibles.

13.3. Utilisation des ligands des TLR en thérapgti

Le premier TLR a avoir été ciblé spécifiguement lparfirmes pharmaceutiques pour
la production de molécules thérapeutiques est IR7TLLa drogue développée par 3M
Pharmaceuticals de Saint Paul, Minnesota, est weraec appelée Aldara qui contient de
limiquimod et a été approuvée en 1997 comme algithérapie anti-cancéreuse avant que
les mécanismes d’action du TLR aient été bien canpe nombreux autres candidats a une
thérapie anti-cancéreuse ont ensuite fait leur @tppa La plupart d’entre eux sont des
agonistes des TLR7 et 9, ces récepteurs étantfigpesi des PDC, cibles privilégiées pour
des thérapies basées sur I'activation des systénmesns inné et adaptatif. Plusieurs produits

se retrouvent ainsi actuellement en phase clinigui®u 11 (voir tableau 04)

Company (location) Product Indication (s) Development phase  Partner Mechanism of action
am Aldara Superficial basal cell Approved Nene TLR7 agonist
{imiguimod) carcinoma, Actinic keratosis,  (1997)
Genital warts
Coley Pharmaceuticals PF-3512676 Non-small cell lung cancer &  Phase 3 Pfizer TLRS agonist
(synthetic CpG oligonucleotide,  refractory B cell non-Hodgkin's (Mew York)
24 bases long, previously known  lymphoma
as Pramune
Dynavax Technologies HEPSILAV Hepatitis B vaccine Phase 3 None TLRS agonist

(hepatitis B surface antigen
combined with 1018 155)

|dera Pharmaceuticals IMO-2055 Renal cell carcinoma Phase 2 None TLRS agonist
(IMOxine)

Eisai EBEG4 Sepeis Phase 2 None TLR4 antagonist

Anadys Pharmaceuticals ~ ANAS75 Chronic hepatitiz C Phase 1 Novartis TLR7 agonist
(isatoribine) {Baz=l) $570-million

alliance

Tableau 04.Produits a base d'agonistes de TLR développés ifi@remtes compagnies et leurs phases
cliniques de développement pour diverses thérapiggumorales. D'apres (Schmidt 2006).

13.3.1. L'imiquimod (agoniste du TLR7) :

L’activité anti-tumorale de I'imiquimod (Sidky et.d992; Sidbury et al. 2003) a été
démontrée dans différents modeles de tumeur mu@hez '’homme, le traitement topique
avec l'imiquimod est utilisé pour augmenter la nég® immunitaire ; pour traiter I'’herpes
génital, les maladies causées papdgilloma virus tout comme le carcinome basocellulaire
(Geisse et al. 2004). Il pourrait également indldaredgression de lésions du mélanome (Bong
et al. 2002; Fleming et al. 2004). Les mécanisnegpansables des effets anti-tumoraux ou
anti-viraux de cet agoniste du TLR7 sont peu cosypmais pourraient impliquer le

recrutement et I'activation des PDC. En effet, dansmodéle murin de mélanome, I'effet
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anti-tumoral de I'imiquimod pourrait passer en apar le recrutement de PDC dans la peau
traitée (Palamara et al. 2004). De plus, une étudentré que les PDC étaient recrutées et
activées dans dans des lésions de patients attientsaladies épithéliales néoplasiques et
gu’elles produisaient de I'lFN aprés traitement par I'imiquimoiesh vivo (Urosevic et al.
2005).

13.3.2. Les ODN CpG (ligands du TLR9) :

Le fort pouvoir immunostimulant des ODN CpG ouvrduspeurs stratégies
thérapeutiques dans les cancers (Carpentier 4988; Ballas et al. 2001; Kawarada et al.
2001; Heckelsmiller et al. 2002). Schématiquementpeut distinguer deux approches dans
le traitement des cancers par les ODN CpG : Ia#tlon des ODN CpG seuls, par voie locale,
pour favoriser I'émergence d’une réponse immurgtdimmunisatiorin situ), ou l'utilisation
combinée des ODN CpG avec un antigene ou un aptiaoonoclonal, lorsque ceux-ci sont

connus, ou avec des DC (immunisation a distance).

13.3.2.1. Utilisation des ODN CpG seuls
De nombreuses publications rapportent le réle idgttion de ODN CpG seuls dans

la régression de tumeurs solides (Carpentier e2G)3). Aucune toxicité n'a été mise en
evidencan vitro. En revanche, la plupart des études ont souligmélé conjoint des systemes
immunitaires inné et acquis dans le rejet tumolal. déplétionin vivo des cellules NK
diminue ou abolit les effets antitumoraux des ODNGC(Carpentier et al. 1999). Les
macrophages infiltrants et les DC pourraient irgaiven amont de cette activation (Lanuti et
al. 2000; Hafner et al. 2001). Limplication de nfimunité spécifique est clairement
démontrée par I'efficacité réduite des ODN CpG dasssourismudeou SCID (Carpentier et
al. 2000). Les lymphocytes CD8 sont nécessaires aplupart des modéles animaux, alors
gue la déplétion en cellules CD4 semble avoir mdimapact (Lanuti et al. 2000; Kawarada
et al. 2001), probablement parce que les ODN Cp@ngttent I'activation directe des
lymphocytes CD8 par les DC, de fagcon indépendaesdymphocytes CD4 (Cho et al. 2000).
Cependant, I'existence d’'une mémoire immunitaitergy terme, rapportée dans I'ensemble
des modeles, suggéere un réle joué par les lympbscyD4 mémoire. De fagon intéressante,
il a été rapporté que les PDC infiltrantes des wéORL chez I'homme étaient moins
sensibles aux ODN CpG de type A que les PDC saaguin méme patient. Cette résistance
s’expliquerait en partie par la sécrétion localé-d'0 par les cellules tumorales (Hartmann et
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al. 2003). Dans un modele animal, la combinaisonCg& et d’anticorps anti-IL-10 a
d’ailleurs révélé I'existence d’un effet synergiqicari et al. 2002).

En conclusion, il faut souligner que I'activatioe dlimmunité non spécifique est
locale et persiste tant que le traitement est adtnén a l'inverse de I'immunité spécifique.
Ainsi, 'immunité non spécifique joue probablememt réle important dans la phase initiale
du traitement, avant qu’'une immunité spécifique aaiorcée. La capacité des ODN CpG a
induire une bonne réponse spécifiqgue sera donandigi@nte pour leur avenir clinique, en

particulier pour les cancers métastatiques.

13.3.2.2. ODN CpG en association avec des antigdessanticorps ou des DC

La plupart des expériences sont réalisées sur tlmanurin et on peut se demander
si les résultats peuvent réellement étre interprétéce qui concerne les PDC, étant donné
gue les MDC murines expriment le TLR9. Il est cajzent difficile de se passer de ce modele
pour tester des produits a visée thérapeutique.

Les ODN CpG sont des adjuvants tres efficaces Evptupart des antigenes, sauf si
ceux-ci sont de nature purement polysaccharidiued 2002). Les ODN CpG sont ainsi les
adjuvants les plus efficaces pour l'induction dgsonses immunitairesyI cytotoxiques avec
lymphocytes T CD4 et CD8 spécifiques de I'antigéd&onnet et al. 2002; Zwaveling et al.
2002). Dans un modele de mélanome exprimant I'BpiOVA, par exemple, les ODN CpG
ont augmenté la réponse CTL (réponse des lymphedytytotoxiques) aprés immunisation
avec des peptides synthétiques et ont permis tasgign tumorale (Davila and Celis 2000).
La conjugaison directe entre l'antigéne et les OBDNG permet de réduire la quantité
d’antigéne nécessaire (Tighe et al. 2000). La caamibon de ODN CpG et d’anticorps
monoclonaux pourrait également se révéler inténdssd.es ODN CpG augmentent la
cytotoxicité induite par les anticorps grace atlenglation des macrophages et des cellules
NK. Dans un modéle animal de lymphome, une tellmlioaison permet de prévenir la
croissance tumorale (Warren et al. 2000). Plusiessais cliniques utilisant cette association
ont débuté récemment, avec de I'Hercéptians les cancers du sein ou du Rit{ixdans les
lymphomes non-hodgkiniens.

Malheureusement, les cibles antigéniques sont exreidentifiees dans les cancers,
limitant l'intérét pratique de telles stratégiegrdpeutiques. De plus, la sélection spontanée
d’un clone n’exprimant pas I'antigéne permettrdaé dumeur d’échapper a un tel traitement.

Les ODN CpG permettent la maturation et l'activatibes cellules dendritiques, et

favorisent l'activation des lymphocytes CD8 cytatpesin vivo. La stimulation par des
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ODN CpG de DC en présence de lymphocytdselperset de cellules de lymphome A20 a
ainsi permis I'expansion d’'un grand nombre de lyomphes T1 spécifiques de la tumeur,
capables d'éradiquer le lymphome établi chez I'atifEgeter et al. 2000). L'utilisation des
ODN CpG avec les DC, qui s’affranchit du probleneela sélection des antigenes tumoraux,
devrait bientét rentrer en phase clinique.

Pour les applications thérapeutiques, les ODN Cpfa synthétisés de fagon a avoir des
squelettes phosphorothioate au moins partiellemeulifiés pour leur fournir une résistance a
la nucléase et une demi-vie augmentée, et qui wediugénéralement un effet stimulateur
d'immunité plus important. Une revue récente reedes caractéristiques des ODN CpG et
les essais cliniques de phase |, Il ou Ill qui oéja été menés par Coley, Dynavax,
GlaxoSmithKline, DARPA, NIAID, Pfizer, Idera, Sam#ventis et Novartis en les utilisant
comme adjuvants de vaccins ou bien seuls ou eagi@gcombinée, pour induire des réponses
immunes innées et adaptatives dans différenteslpgibs qui vont de l'allergie au cancer en
passant par les infections virales (Krieg 2006)s L@DN CpG sont particulierement
intéressants car ils permettent d’ajouter un signial PDC recevant des antigénes tumoraux,
linduisant ainsi en maturation et la poussanirader des lymphocytes T cytotoxiques. Sans
signal ODN CpG, la PDC recevant les antigénes tamorestera immature et induira une

tolérance des cellules T, empéchant le développedeme immunité antitumorale.

14. Voies indépendantes des TLR :
14.1. Récepteurs

Les mécanismes qui précedent l'induction de gereed’'lBN de type | ont été
largement étudiés dans le contexte de I'immunit&\arale. |l est connu depuis longtemps
gue la plupart des virus — par exemple, le NDVuwia ARN simple-brin négatif), le VSV
(virus @ ARN simple-brin négatif) et 'TEMCV (virus ARN simple-brin positif) — permettent
'induction de génes de I'IFN de type | dans lapad des types cellulaires. Des études
récentes ont révélé que cette voie d’'induction deeg de I'lFN de type | est initiée par
I'activation de PRR cytosoliques (Yoneyama et &l0£ Yoneyama et al. 2005). Elle peut
donc étre appelée la "voie classique” ou la "vgi®splique”, en contraste avec la voie de
induction de genes de I'IFN de type | par les TLR

Le premier senseur de I'ARN double-brin intracelitg identifié a été [PKR
(dsRNA-activated protein kingséBalachandran et al. 2000; Diebold et al. 200B¥’agit

d’'une kinase a sérine-thréonine cytoplasmique engeide facon ubiquitaire dont I'activité
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catalytiqgue est stimulée par sa liaison a I'ARN ldetbrin. La PKR activée catalyse la
phosphorylation de elF-2(karyotic initiation factor qui éteint la synthese de protéine de
I'héte, protégeant ainsi les cellules de la répiica virale et des effets cytopathiques
(Balachandran et al. 2000). L'activation de la PiKBuit aussi la sécrétion de I'lFN de type I,
probablementia la phosphorylation dekB et I'activation consécutive de NEB (Williams
2001). L'importance de la reconnaissance de I'’ARNhle-brin dans les réponses anti-virales
est soulignée par le fait que les virus ont évagbo@ir développer des stratégies afin de
contrecarrer les voies de signalisation induites’8&N double-brin. Le virus de Ihfluenza
code pour la protéine NS1, qui se lie a 'ARN daubtin et inhibe I'activation de la PKR
(Hatada et al. 1999; Bergmann et al. 2000; Waragd. €000).

Cependant, bien que la PKR contribue a la prodadit-N de type | en réponse a
'analogue synthétigue d’ARN double-brin poly(l:Q¥ ciblage de génes chez la souris a
montré gu’elle n'était pas indispensable pour ég®nses IFN aux infections virales (Yang et
al. 1995).

Récemment, les hélicases a ARNIG-1 (retinoic acid-inducible gene)let Mda5
(melanoma-differentiation-associated gerneoht été identifiées comme étant des récepteurs
cytosoligues essentiels pour les ARN viraux intlatdres et les ARN double-brin
synthétiques, stimulant I'induction, indépendants dALR, de génes de I'IFN de type |
(Yoneyama et al. 2004; Yoneyama et al. 2005). Ue pdimordial de RIG-1 et Mda5 en
réponse aux virus a ARN a été prouvé par la géoérde souris déficientes pour le géne de
RIG-I ou de Mda5 (Kato et al. 2005; Kato et al. @0Q.es souris déficientes pour RIG-1 sont
défectueuses pour I'induction d’IFN de type | etay#okines pro-inflammatoires en réponse
aux infections de virus a ARN simple-brin négagistque NDV, VSV, le virus deififluenza
et le Sendai virus (SeV), ainsi que de virus a Astiple-brin positif comme le virus de
'encéphalite Japonais. D’autre part, les sourficites en Mda5 présentent des défauts de
réponses aux infections par les virus a ARN sintpie-positif tels que EMCYV, le virus de
Theiler et le virus Mengo. Ainsi RIG-I et Mda5 cawpnt pour assurer des réponses innees
antivirales efficaces aux virus a ARN simple-brégatifs et positifs.

En plus de RIG-I et Mda5, une autre hélicase a ARNp2, a été
identifiee(Yoneyama et al. 2005). Lgp2 contientdamaine hélicase a ARN mais n’a pas de
CARD, ni aucun autre domaine de signalisation. gtiarrait donc réguler négativement les
voies de signalisation de RIG-I et Mda5 en enteantompétition avec ces molécules pour la
liaison des ARN viraux.
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Finalement, le?NOD (nucleotide-binding oligomerization domaisont des récepteurs
membres de la famille des NLR (= NACHT-LRRycin-rich reped), qui inclut également
les protéines NALP NACHT-LRR- and pyrin-domain-containing protgingt qui
reconnaissent les composants microbiens dans tesaty{Strober et al. 2006). Les NOD

détectent les dipeptides muramyl des peptidogly&ane

14.2. Voies de signalisation

Le systéeme des PRR cytosoliques pour les aciddéigues, indépendant des TLR, a
été clarifié récemment (Kawai and Akira 2006) été décrit tout d’abord pour le systeme de

reconnaissance de I’ARN double-brin (Yoneyama .e2@04).
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14.2.1. Reconnaissance de ’ARN double-brin par Rl et Mda5 :

L’ARN double-brin (un intermédiaire de réplicatiates virus a ARN) n’est pas
seulement reconnu par le TLR3 mais aussi par ldéaules cytosoliques RIG-I et Mdab5.
RIG-I et Mda5 sont des hélicases a ARN et contishideux domaines CARDke et un
domaine hélicase. Le domaine hélicase est impliguns la reconnaissance de I’ARN double-
brin, et les domaines CARIke jouent un rble critique dans l'activation des wide
signalisation en aval. Les voies menent a I'aciivatiu NFkB et de I'lRF3, induisant ainsi
des cytokines inflammatoires et des IFN de typ®&-1 (IFN-S stimulator 3 (Kawai et al.
2005), appelée aussi protéine de signalisationviesdé mitochondriale MAVS =
mitochondrial antiviral signaling protein(Seth et al. 2005), adaptateur de signalisation
induite par le virus\(ISA = virus-induced signaling adaptp(Xu et al. 2005), ou adaptateur
de CARD induisant I'lFNB (Cardif = CARD adaptor inducing IFM? (Meylan et al. 2005),
est une molécule adaptatrice critique qui peutragfie avec RIG-I/Mdabvia I'interaction
homophilique de leurs domaines CARiKe (Kawai and Akira 2006}voir figure 15) IPS-1
contient aussi une région transmembranaire C-tedmimydrophobe, qui ressemble a celle de
plusieurs protéines mitochondriales et permet saaligation dans la membrane
mitochondriale externe (Seth et al. 2005). Le dsentiel de IPS-1 dans la signalisation
induite par RIG-1 et Mda5 de l'induction de genes WFN de type I, de cytokines
inflammatoires et de chimiokines a été prouvé paydnération de souris déficientes pour le
gene de IPS-1 (Kumar et al. 2006; Sun et al. 2006).6t¢é montré que IPS-1 interagissait
avec plusieurs protéines de signalisation, tellesTqRAF2 (tumor necrosis factor receptor-
associated factor)2 TRAF6, FADD (Fas-associated protein with the death doma@tRIP-

1 (receptor interacting proteinjl(Kawai et al. 2005; Xu et al. 2005). Ces molésul
semblent participer a I'activation d’induction dd-B et de cytokines pro-inflammatoires.
IPS-1 interagit aussi avelRAF3, qui est requis pour l'activation des kinases pgue les
IRF stimulent I'induction des genes de I'IFN de @yp(Oganesyan et al. 2006; Saha et al.
2006). La surexpression de IPS-1 active les promate I'IlFN{3, de I'lFN-04, de I'lFN-a6,

et du NFkB et inhibe la réplication du VSV. Des RNAI de IRSloquent la production
d'IFN de type | en réponse a l'administration icthulaire d’ARN double-brin ou une
infection avec VSV ou NDV.

L'interaction entre récepteur RIG-I/Mda5 et molécaldaptatrice IPS-1 aboutit aussi

sur l'activation dedeux kinases a sérine/thréeoningdBK1 (ou T2K ou NAK; TANK
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(tumour-necrosis factofTNF)-receptor-associated factdif RAF)-family-member-associated
NF-«B activator)- binding kinase)let IKK € (ou IKKi ; inhibitor of NF«B (IkB) kinase).
Bien que TBK1 et IKK phosphorylent toutes deux des résidus sérine @amnggion C-
terminale régulatrice de IRF3 et IRKY vitro, des études de ciblage de gene ont montré que
les genes de I'IFN de type | étaient principalemadtits par TBK1 dans les MEF infectés
par un virus (Fitzgerald et al. 2003; Sharma e2@03; Hemmi et al. 2004). TBK1 n’est pas
associé avec IPS-1, comme il a été déterminé matedes d'immunoprécipitation (Kawai et
al. 2005; Meylan et al. 2005), mais il doit étrdiae en aval de cet adaptateur. TRAF3
interagit avec IPS-1 (Saha et al. 2086)eprésente donc probablement un lien entre IBS-1
TBK1. Le TBK1 activé induit la phosphorylation dT et IRF7 sur des résidus sérine
spécifiques, provoquant leur homo- ou hétérodirméida. Ces diméres sont ensuite
transloqués dans le noyau et activent la transonigtes genes de I'lFN de type |.

Plusieurs molécules régulatrices interviennent eégeht dans cette voie de
signalisation. Ainsi, TRAF3 régule positivementcti@ation des IRF activés par TBK1, tout
comme la cyclophiline BEYPB), impliquée dans la phosphorylation de I'IRF3 itdypar le
virus (Obata et al. 2005). CYPB interagit avec IRR&édiatement apres l'infection virale et
aide a la phosphorylation induite par TBK1 et dilaérisation de I'lRF3.

Une autre isomérase peptidylproliIN1 (cis-trans-peptidylprolyl isomerase, NIMA-
interacting J, interagit avec la forme phosphorylée sur sédeelRF3 dans le noyau et
facilite la conjugaison de la polyubiquitine et tegradation d’'IRF3 dépendante du
protéasome, achevant ainsi I'action de I'lRSaitoh et al. 2006). De plus, la molécBKKE
(Suppressor ofdB (inhibitor of NF«B)-kinase¢) interagit avec IKk et TBK1, et pourrait
inhiber I'activation d’'IRF3 apres une infection alie (Huang et al. 2005).GP2 fonctionne
directement comme un régulateur négatif de RigN@a5 tandis que la protéildS3-NS4A
du virus de I'hépatite C (HCV) est un inhibiteursdmies de signalisation IRF et B, car
elle clive le domaine transmembranaire de IPSkEréint ainsi la protéine de la membrane

mitochondriale et bloquant la signalisation en aval

14.2.2. Reconnaissance de '’ADN double-brin :

Non seulement 'ARN double-brin, mais égalementOM double-brin peuvent
activer la voie induite par IPS-1, bien que leséuales de reconnaissance de ’ADN double-
brin n'aient pas été identifiées (Ishii et al. 20@etson and Medzhitov 2006j)oir figure
15). Par exemple, les virus & ADN double-brin, comn®&/Hinduisent les genes de I'IFN de
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type | par une voie indépendante des TLR et dépaadte IRF3 et IRF7 (Honda et al. 2005).
Il semble donc que, de facon similaire aux répoasesvirus a ARN, la production d’'IFN de
type | puisse étre induite par un systeme de dlamee cytosolique pour les virus a ADN, et
il pourrait étre envisagé que cela implique desérulks semblables a RIG-1 et Mdab5.
Notamment, plusieurs indices suggerent que lesin@@cADN plasmidique peuvent exercer
leur activité adjuvante par des voies aussi bietépendantes que dépendantes du TLR9
(Spies et al. 2003; Babiuk et al. 2004). Ce systdmPRR cytosolique pourrait étre impliqué
dans la voie indépendante du TLRO.

Il a aussi été montré que la forme B de 'ADN (quune structure en double-hélice
tournant vers la droite ; conformation principake IIRDN in vivo) a une meilleure activité
stimulatrice que la forme Z de 'ADN (qui a uneustiure en double-hélice tournant vers la
gauche ; conformation consécutive a une méthylatronvée principalement dans les genes
en transcription et présente de facon transito{ishii et al. 2006), indiquant que la

reconnaissance de ’ADN double-brin cytosoliquea&pde la structure.

14.2.3. Reconnaissance des peptidoglycanes bactésipar les NOD :

Des études récentes ont montré que certains merderks famille des NLR étaient
impliqués dans la reconnaissance intracellulaisepteduits microbiens. Il est bien établi que
NOD1 et NOD2 reconnaissent des peptides dérivgsegtidoglycane, I'acidg-D-glutamyl-
mesediaminopimelique (IE-DAP) (Chamaillard et al. 2038 le muramyl dipeptide (MDP)
(Girardin et al. 2003; Inohara et al. 2003), regipement. La reconnaissance des ligands
les domaines LRR active les protéines NOD, quiutetit ensuite la kinase a sérine-thréonine
RICK (appelée aussi RIP2 ou CARDIACKia une interaction CARD-CARD (Kobayashi et
al. 2002)(voir figure 16) Dans la voie de signalisation de NOD2, I'activatde RICK méne
a la polyubiquitination de NEMO/IKI{ qui est suivie par la phosphorylation de [Kiet
celle de kB, conduisant a la translocation de KB-dans le noyau (Abbott et al. 2004).
CARD12 (connu aussi sous le nom de IPAF et CLANJisea NOD1 et NOD2ia des
interactions NOD-NODQZhou et al. 2004) et inhibe I'activation induitargfNOD1 et NOD2
du NF«B in vitro (Damiano et al. 2001). Cependant, des études exembntrent que des
bactéries invasives conduisent a I'activation deRDA2 et a l'induction d’expression de
l'IL-1 B (Damiano et al. 2004). Il a été montré que CARD@remgissait physiguement avec
NOD1 et RICK (mais pas avec NOD2) et supprimaittiaation du NFkB induite par
NOD1/RICK (Mariathasan et al. 2004). En plus de I'activatthnNF«B, la signalisation de
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NOD1 et NOD2 conduit a I'activation de la voie dMdd&PK bien que le mécanisme précis

reste inconnu (Strober et al. 2006).

cytoplasm ‘/

iE-DAP

NOD1 /
caro12 — ([ [{{{HUENOREARD

5)
LRR
CARDS ‘ ]

RICK/RIP2

MAPKs NEMO
actlvation% %

IKKa TR
®

\ IxB
NF-xB
/[

nucleus /'I_’ Inflammatory
m m Gene transcription

ATFs-c-Jun NF-xB

Figure 16.Voies de signalisation en aval des NOD aprés regissance de peptidoglycanes bactériens. D’
(Uematsu and Akira 2006).

15. Conclusion de la 9™ partie

De nombreuses voies de signalisation différentaes sallicitées apres reconnaissance
d’'un pathogene, que ce soit par liaison aux TLRien aux récepteurs cytoplasmiques, et les
molécules impliquées peuvent étre les mémes pasreuirs d’entre elles. Ainsi, par exemple,
IKK € et TBK1 sont des points de convergence entredesswles TLR3/4 et de RIG-1/Mdab5.

De multiples facteurs entrent en jeu pour I'indoctide réponses différentes par la
cellule, tels que la localisation des récepteuta efurée de la stimulation, comme on I'a vu
pour les différents types de CpG, mais égalemetyple de récepteur et les molécules qui lui
sont associées. Les réponses de la cellule sortigmlement de deux types : l'induction de
genes du NRB, conduisant a la production de cytokines proaimimatoires, et I'induction
de génes de I'lFd/B. Ces transcriptions de genes sont réalisées grécéaison de facteurs

de transcription différents sur les éléments demép, qui peuvent s’assembler en homo- ou
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hétérodimeres variés tels que IRF3 avec IRF7, IREX p65 ou p65 avec p50, conduisant a
la transcription de genes différents.

D’autre part, dans le cas de I'liéli3, une boucle de rétrocontréle positive entre en
jeu. Les petites quantités d’IFBlproduites apres stimulation de récepteurs paratimogene
peuvent se lier au récepteur de I'liA8 sur la cellule ou une cellule voisine, activamsaia
voie de signalisation de I'lFW[ qui aboutit au final a la transcription de géned’tFN-a,
mais également de génes codant pour I'lRF7, RIGMda5, permettant une amplification du
signal. Dans ce contexte, la PDC représente upadgulier, car elle contient de I'lRF7 de

maniere constitutive et peut produire d’emblée @dades quantités d’IFM-
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Encadré 12

Les différents types de mort cellulaire

Changements morphologiques
Type de mort ang | g1

Caractéristiques
biochimiques

léthodes de détection communes

cellulaire novai membrane cvioplasme
y: cellulaire yiop«
Micrascapie &lectronigue; marquage TLNEL,
Condensation de |a marquage annexine, tests d'activité des
Apoptose chramatine;, Fragmentation "Wiebhing" Fragmentation (farmation Casnase-dépendante  CoOPASES, tests de fragmentation de IADRN;
pop nucléaire; Clivage de 'ADMN en 4 de corps apoptotigues) P P detection de l'augmentation du nombre de
unités nucléosomales cellules en subG1/G0; detection du changement
de potentiel de mermbrane mitochondrial
Condensation partielle de |a Augmentation du nombre . Caspase- E_nam.nn__u_m electronique, ﬁmﬂ.m Cl8 _”_m@a_“_m:n_:
Autophagie  chromating; pas de clivage de  "blebbing" de vésicules _3_”_m_om.3n_m3_ﬁm_ _ FEIELEE, 603 Cle WEme BEEam B E_H.m_zm-.
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Caspase-indépendante
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mitotique fragmentation nucléaire activation anormale de mitatiques (MPMZ2); marquage TURNEL
COK1/cycline B
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Structures hétérochromatiques tests d'arrét de croissance; tests
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hétérachromatiques associes granularité
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phospharylation de RB (généralement
hypophosphorylg); tests d'activité des
metalloprotéinases (généralement uprégulées)
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3*Mepartie : TRAIL, inducteur d'apoptose.

16. L’apoptose

Le concept d’apoptose a été introduit pour la péeenfois en 1972 par John F. Kerr,
Andrew H. Wyllie et Alister R. Currie pour désigneme forme de mort cellulaire contrélée
totalement différente - tant sous I'angle morphajag que biochimique - de la nécrose, seule
forme de mort cellulaire connue et individualiséeedite époque. L'apoptose est un des
principaux types de mort cellulaire programmgegrammed cell death PCD). Les formes
de PCD ne partagent pas toutes la morphologie stdaence caractéristiques de I'apoptose,
mais tous les types de PCD sont des processusntentteégulégvoir encadré n°12 "Les
différentes formes de mort cellulaire.”)

Avant d’étre phagocytée, la cellule entrant en &mm passe par différentes étapes
correspondant a des changements intervenant eératit6 points de la cellule. Un des
événements précoces est la perte de l'asymétrisppbbipidigue avec exposition des
phosphatidylsérines (PS), normalement présentedesteuillet cytosolique de la double
couche lipidigue de la membrane plasmique, a ltasarexterne de la membrane cellulaire
(flip-flop). Ce phénoméne trés rapide est 'une des margeiegsabnnaissance des cellules
apoptotiques par les phagocytes, comme les magephgrace a des récepteurs spécialisés
appelésscavenger receptor&En parallele, la mitochondrie de la cellule aptipue va subir
plusieurs modifications majeures. L'ouverture desep de transition de permeéabilité (PT)
mitochondriale entraine la réduction du potentr@hsmembranaire mitochondriah¥y,)
(Marchetti et al. 1996)Ces pores autorisent ensuite la libération dansyteplasme de
plusieurs protéines telles que le cytochrome(Yang et al. 1997), SMAC sécond
mitochondria-derived activator of caspapéBIABLO (direct inhibitor of apoptosiglAP)-
binding protein with low gl AIF (apoptosis-inducing factdr EndoG (endonucléase G) et
OMI/HTRA2 (high-temperature-requirement protein JAZWang 2001), ainsi que des
enzymes comme les caspases. Un événement pluscamderne 'activation d’'une enzyme
(CAD = Caspase activated deoxyribonucleas®),les caspases, qui entre dans le noyau et
clive 'ADN en oligonucléosomes pour donner sur d&garose une image "en barreaux
d’échelle”, caractéristigue des cellules apopta@sgSakahira et al. 1998). Finalement, la
membrane plasmique bourgeonne et la cellule espbagocytée directement, soit partagée
en plusieurs vésicules appelées corps apoptotigaes, lesquels les organites intracellulaires
sont structurellement intacts. Les corps apoptesgiormés sont alors phagocytés par les

macrophages ou des cellules épithéliales normalevaisinage ; la formation de corps
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Encadré 13: Necrose vs Apoptose
(Vermes and Haanen 1994)

La nécrose intervient lorsque les cellules sont exposées a d'extrémes variations de leurs
conditions physiologiques (ex: hypothermie, hypoxie...) qui pourraient entrainer des
dommages de la membrane plasmique. Dans des conditions physiologiques, ces dommages
peuvent apparaitre par l'intermédiaire du complément ou de virus lytiques. La nécrose
commence avec un trouble dans la capacité de la cellule a maintenir I'homéostasie, conduisant
a un influx d'eau et d'ions extracellulaires. Les organites intracellulaires, et plus
particulierement la mitochondrie, ainsi que la cellule entiére, se gonflent et rompent (lyse
cellulaire). Avec I'éclatement final de la membrane plasmique, le contenu cytoplasmique, dont
les enzymes lysosomales, est libéré dans le fluide extracellulaire. In vivo, la mort cellulaire
nécrotique est donc souvent associée a des dommages tissulaires étendus, conduisant a une
réponse inflammatoire intense (Van Furth and Van Zwet 1988).

Néecrose

changements morphologigques éclatement de la membrane
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Figure 8. Caractéristiques morphologiques de la nécrose et de I'apoptose. Adapté de (Boehringer-Mannheim
1998).

Au contraire, I'apoptose est un type de mort cellulaire qui intervient dans les conditions
physiologiques normales et la cellule participe activement a sa propre disparition ("suicide
cellulaire™). Elle apparait le plus souvent pendant le renouvellement cellulaire normal et
I'noméostasie des tissus, I'embryogénése, I'induction et le maintien de la tolérance immune, le
développement du systéeme nerveux. Les cellules induites en apoptose présentent des
caractéristiques morphologiques et biochimiques particuliéres (Cohen 1993). Ces
caractéristiques comprennent I'agrégation de la chromatine, la condensation nucléaire et
cytoplasmique, la partition du cytoplasme et du noyau dans des vésicules formées de
morceaux de membrane (corps apoptotiques) qui contiennent des ribosomes, la mitochondrie
morphologiquement intacte, et le matériel nucléaire. In vivo, ces corps apoptotiques sont
rapidement reconnus et phagocytés par les macrophages ou les cellules épithéliales adjacentes
(Savill et al. 1989). Grace a ce mécanisme efficace de suppression des corps apoptotiques,
aucune réponse inflammatoire n'est provoquee in vivo. In vitro, les corps apoptotiques et les
fragments cellulaires restants gonflent finalement et se lysent. Cette phase terminale de la
mort cellulaire in vitro a été appelée "nécrose secondaire™.



apoptotigues avec membrane plasmique intacte erapéchlibération des constituants
intracellulaires et donc la réaction inflammatdigavill et al. 2003). L'apoptose est donc une
"mort silencieuse" qui doit ainsi étre distinguée ld nécrose, forme de mort cellulaire
passive, toujours pathologique et déclenchée paragression, aboutissant a I'éclatement de
la cellule suivi d'une réaction inflammatoire loeal

L’apoptose joue un réle général au sein d'un omgae, dans la régulation de
’lhoméostasie cellulaire, la "sculpture" de l'orgame au cours du développement et
I'élimination des cellules indésirables ou dangeesucomme les cellules tumorales, infectées
par un virus ou les cellules immunitaires recorsais le Soi pouvant mener a une maladie
auto-immune. Une dérégulation de l'apoptose pegtaagr ou causer des maladies comme
les maladies neurodégénératives, les attaquesmsghes, le cancer (dans lequel les cellules
tumorales perdent leur capacité a entrer en apeptdss maladies auto-immunes (dans
lesquelles les cellules immunitaires auto-réactiveduisent les cellules normales en
apoptose), les maladies virales, comme le SIDAqdaguel le nombre de cellulesh&lper
CD4" s'effondre).

Dans le cas particulier du systéme immunitairgdf@tose est importante pour la
sélection des lymphocytes. En effet, la survie di'ssu dépend de sa réception continuelle de
signaux de survie. Dans le cas des lymphocyteantig qu'ils se développent et deviennent
matures dans le thymus, les signaux de survie smorelent a leur capacité a reconnaitre des
molécules du CMH du Soi (sélection positive), pauikeur faible affinité pour des antigénes
du Soi (sélection négative). Les cellules ayant tecsignal de survie ne meurent pas, grace a
I'activation de genes inhibiteurs de I'apoptosen®de cas des lymphocytes B, I'apoptose
intervient pour éliminer les cellules immatures gegonnaissent des antigénes du Soi alors
gu’elles sont encore dans la moelle osseuse. Galagh de sélectionner un répertoire de
cellules B tolérantes au Soi. Par ailleurs, I'apsptdes lymphocytes T matures permet de
préserver I'homéostasie périphériqgue et la toléagie prenant en compte les profonds
changements du nombre et du type de cellules Tuktés par les antigénes. Il existe au
moins deux voies conduisant a l'apoptose des eslldl. L'apoptose dite "active" (ou
Activation-Induced Cell Death AICD) se produit si les cellules T sont forternstimulées
par un antigéne, avec un réengagement du TcR geyptageprises ou lors de la présence de
'antigéne de maniére continue. Elle implique lgtokines de mort, telle que FasL et TNF,
qui sont fortement induites dans les cellules Tgkées par IL-2(Zheng et al. 1998).

L'apoptose dite "passive"”, conduisant a 'apoptiese cellules T, accompagne la disparition
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d'un antigene a la fin d'une réponse immune. Eteilte de la disparition d'une substance
trophique importante comme I'lL-3 et activerait taspases (Ohta et al. 1997).

D'un autre co6té, les lymphocytes T, tout comme deBules NK, possédent des
fonctions cytotoxiques. Leur role est principaletné@liminer les cellules non désirées dans
l'organisme, telles que les cellules tumoralesnéeciées. Les cellules NK activées et les CTL
utilisent deux mécanismes principaux pour détrigisecellules tumorales : (1) la libération de
granules cytotoxiques contenant la perforine, lemzymes et d’autres constituaisapani
and Smyth 2002) et (2) I'expression de ligands dd scomme FasL ou TRAIL (Kayagaki et
al. 1999). Les produits apoptotiques eux-mémesnjoua réle intéressant dans l'immunité
anti-tumorale. En effet, les cellules dendritiqueest capables de phagocyter des cellules
tumorales apoptotiques (Albert et al. 1998). L'getie dérivé de ces cellules apoptotiques
pourra étrecrossprésenté aux cellules T CDgar les cellules dendritiques aprés maturation.
L’antigéne issu de cellules nécrotiques ne pouardinverse, pas activer cette voie, car |l
n'est pas présenté par le CMH de classe |. Leslesldendritiques sont en effet des cellules
présentatrices d’antigénes "professionnelles”. Leoimbre et disponibilité ont donc une
influence importante sur la réponse immune résidtaklles peuvent étre tuées par les
lymphocytes T cytotoxiques, qui sont capables dkiiré rapidement et spécifiquement la
réserve de DC présentant I'antigéne spécifiquelggudconnaissent (Hermans et al. 2000).
L’induction de mort des DC pourrait donc étre uncarésme pour diminuer la réponse CTL.
Cependant, la situation inverse peut se produiadeéwent. En effet, les DC peuvent devenir
résistantes a la lyse par les CTL. Des DC murihési@aines qui ont été activéesvivo par
CD40L ou le LPS expriment un inhibiteur de sérinat@ase, SPI-6 chez la souris et PI-9 chez
’lhomme, qui peut empécher I'activation des caspakpendante du granzyme des CTL et
I'apoptose consécutive des cellules cibles (Medetra. 2001). Il est d’autre part intéressant
de noter que la baisse de réponse des DC aux giglegamort induits par FasL ou TRAIL,
joue un rbéle dans des maladies lymphoprolifératicesnme les ALPS Autoimmune
Lymphoproliferative Syndromjm@Vang et al. 1999). Dans ce cas, 'augmentatiosuteie des
DC pourrait entrainer des réponses immunes anommeateamplifiées, suggérant encore que

I'élimination des DC est importante dans 'homésmale la réponse immune.

17. Les caspases, actrices principales de I'apoptos

Les caspases sont des protéases possédant toetay/si@ine dans leur site actif

(QACXG) et clivant sélectivement leurs substrats apies résidus acide aspartique. A ce
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jour, 14 caspases de mammiferes distinctes onidét#ifiées, dont 11 chez 'homme (Shi
2002).

17.1. Structure

Les caspases sont exprimées sous la forme de groesazou zymogenes (30 a 50
kDa), précurseurs inactifs contenant trois domainaas prodomaine de taille variable,
localisé dans I'extrémité N-terminale, un domainedgviendra aprés clivage la grande sous-
unité (17-21 kDa, qui porte le centre actif) etdomaine qui deviendra apres clivage la petite
sous-unité (10-14 kDa). Certains membres de lallamées caspases possedent un domaine

de liaison entre la grande et la petite sous-unité.

Signal apoptotique

Grande sous-unité
Prodomaine 1 Cys Pefite sous-unité
Procaspase
{par ex. procaspase 8) Y .
DED Asp | X Aspl X
Y
Caspuase aclivatrice (caspose 8)
: Caspose effectrice
Procaspase [caspase 3)
(par ex. procaspase 3 \

Pratéolyse

! 1

Figure 17.Activation séquentielle des caspases. D'apres (B&galirdjian 1999).

Les prodomaines sont variables, a la fois dans talle et dans leur séquence. On
distingue les caspases a prodomaine long (caspaseg, -4, -5, -8, -9 et -10) qui sont
initiatrices ou activatrices (elles interagissenve@ les protéines adaptatrices et
s’oligomérisent avec d’autres pro-caspases avans'algtiver par un mécanisme d'auto-
protéolyse) et les caspases a prodomaine coumpdses —3, -6 et —7) qui sont effectrices
(elles coupent les substrats spécifiques lorsgsedbnt activées par les caspases initiatrices).

Les prodomaines semblent jouer un role dans leactions protéines-protéines.
Ainsi les prodomaines des caspases-8 et -10 comtirtrdes domaines effecteurs de mort
cellulaire (ouDeath Effector DomainsDED) qui sont des structures permettant ladiaide
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la caspase aux molécules adaptatrices FADD (Chjanaet al. 1995pu TRADD (Hsu et al.
1995). Certaines autres caspases (caspases -14 & -9) possédent un Domaine de
Recrutement des Caspases @aspase Recruitment Domai@ARD (Hofmann et al. 1997)).
Ces CARD jouent un réle dans l'interaction entispeaes ainsi qu'avec une grande variété de

molécules adaptatrices ou régulatrices, commeetmpteurs NOD.

17.2. Activation

La grande sous-unité de toutes les caspases paiie Icatalytique, trés conservé. Les
pro-caspases subissent une maturation par clivegm=essifs au niveau de leurs aspartates
(d’abord coupure entre la grande et la petite smi®, suivie par la libération du
prodomaine) et I'assemblage en hétérodimére deelétepet de la grande sous-unité.
L’enzyme active est un tétramere formé par 'asstami de ces deux hétérodimeréas une
interaction entre les deux petites sous-ur{itég figure 17)

Les caspases vont pouvoir s'auto-activer et/oudittigées par d'autre caspases. Une
fois les caspases initiatrices activées, elles gontwoir cliver d'autres caspases encore a |'état
de zymogéne (notamment les caspases effectriceshyg@ d'activation en cascade permet

probablement la régulation et I'amplification dgrsil.

18. Induction de I'apoptose et voies de signalisan
18.1. Induction

De multiples inducteurs peuvent provoquewitro I'apoptose. On peut les classer en
deux types: d'un coté, les évenements provoquast ldsions de I'ADN ou agissant
directement sur la mitochondrie, comme la déproraten sérum, et de l'autre cété, les

facteurs de mort.

18.1.2. Les évenements agissant sur ’ADN et la mahondrie:

Les formes de stress cellulaire comme la déprimaéin nutriments, la carence en
facteurs de croissance (NGF, IL-2...), 'oxydationedaux radicaux libres, une infection
virale, de nombreux médicaments (en particulierrdédicaments anti-tumoraux), I'inhibiteur
de protéine kinase staurosporine, mais égalemenagients physiques comme les rayons UV
et les radiations ionisantes ou des composés cytpies comme l'etoposide, la doxorubicine
et I'alcool peuvent entrainer une apoptose qui setaite par activation de la mitochondrie.

Certains de ces stress agissent par le biais dessequ'ils provoquent dans I'ADN et qui
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Encadré 14: Nomenclature des récepteurs et ligands de la famille du TNF

recepteurs

ligands

nom utilisé dans le

nom utilisé dans

herve growth factar)

. noms alternatifs CcD . noms alternatifs CcD
manuscrit le manuscrit
THNF-R1 {fumor necrosis DREpsSipen CD120a THF-alpha et
factar receptor 1) lymphotoxines alpha
Fas DRZ/Apot CD95 FasL CDg5L D178
DR2 (death recepfor 3)  Apo3/LARDITRAMPAASLA TWEAK Apo3L
DR4 TRAIL-R1 {(TNF-refated  CDZ261 TRAIL ApoZl CD253
apoptosis-inducing ligand
recaptor 1)
DRS TRAIL-RZ D262
JApO2TRICKZAILLER
DcR1 (decoy receptor 1) TRAIL-R3/LITTRID CD263
DcR2 TRAIL-R4/TRUNDD CD264
OPG (osteoprotegerin QCIF TRAIL et RAMKL Apo2lL et
OPGLITRAMNCE
RANK CD265 RAMNKL OPGLTRANCE  CD254
DcR3 LIGHT et FaslL CD258
DRE
cD27 CD27
CD30 D30
D40 D40
THF-R2 ZD120b THF-alpha et
lymphotoxines alpha
Qx40 CD134
4-1BB COw 137
MGFR (récepteur p75 du CD271



activent des molécules nucléaires, tandis que rdfautvont agir directement sur la
mitochondrie, ou en utilisant des molécules propagiiques présentes dans le cytoplasme.
Un exemple intéressant est le déclenchement deptage par I'enzyme nucléapely ADP
ribose polymerase-{PARP-1)(Chiarugi and Moskowitz 2002). Cette enzyme jouerdie
crucial dans le maintien de l'intégrité génomiqeteJ'activation massive de PARP-1 peut
réduire le nombre des molécules fournissant I'éeetg la cellule, un événement qui envoie

des signaux du noyau vers la mitochondrie pouresh&tier le processus apoptotique.

18.1.3. Les facteurs de mort et leurs récepteurs:

LTex!
RAMEL TRAIL TWEAK FasL TNF-ct LTp LIGHT
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TNE-E2 DcR3
DR4 DR5 DRG DR3 FAS  TNF-R1

Figure 18.Quelques couples ligand/récepteur de la famill@ N&. Les récepteurs et ligands de mort sont
regroupés dans le cadre bleu. DcR8dpy receptor Bagit comme récepteur leurre pour FasL (poinjillés
D'apres (Igney and Krammer 2002).

Il existe plusieurs couples récepteur/ligand impdis| dans I'apoptos@oir encadré
n°14 "nomenclature des récepteurs et ligands diaralle du TNF" et figure 18)Les
récepteurs de mort appartiennent a la superfaméie genes du récepteur au TNF (Zhang
2004). Les membres de la famille du TNF-R sontfteséines transmembranaires de type |
possédant dans leur domaine extracellulaire ure @gions riches en cystéines, impliquées
dans la liaison du ligand. Cette famille de récefseest ambivalente, dans le sens ou ses
membres peuvent promouvoir, selon le contexte le@léy soit la survie, soit la mort soit les
deux (Gaur and Aggarwal 2003). Les récepteurs CODB0, CD40, TNF-R2, Ox40, 4-1BB
et le récepteur p75 doerve growth factofNGFR) sont plutdt impliqués dans la survie
cellulaire tandis que Fas, TNF-R1, DR3, DR4, DRBB6, également appelés récepteurs de

mort, contiennent une séquence cytoplasmique hauelad'environ 80 acides aminés
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“Death-receptor pathway | MITGEhoRAmaT pathway appelée "domaine de mort'de(ath domain= DD), par
”” Decth lgand | laquelle ils transmettent le signal apoptotique.
222 Les ligands qui activent ces récepteurs sont des

Apoptotic stimulus

79917777977 molecules appartenant a la superfamille du TNF itgha
645 | 45 65 95 1S 8595 45

|
‘ | Death receptor !

2004). Ces ligands sont, en grande majorité, detipes

transmembranaires de type Il, qui présentent deoc |

:
:
! Clea ved

: ™

l extrémité C-terminale du coté extracellulaire. lemaine

Apoptosome
a

o  extracellulaire est composé d'environ 150 acidemésnet

[

Caspase-8

(Caspase-10)
17 ) cas pases possede 20 a 25 % d'’homologie avec les autres rasrdbr
| Execitioner caspases | la famille du TNF. Ces protéines sont trimériquds e
B certaines d’entre elles, telle que FasL et TRAIis&nt

m également sous forme soluble. La forme soluble est

Figure 19.Les deux voiesde  ghtenue par protéolyse induite par une famille de
signalisation de l'apoptose: passant

directement par les caspases (& métalloprotéases membranaires. Les récepteurs desmo
gauche) et passant par la

mitochondrie (& droite). D'aprés trimérisent avant ou pendant la fixation a leuatid et

(Igney and Krammer 2002). . .
transmettent le signal apoptotique en aval.

18.2. Voies de signalisation

Deux types de signalisation basés sur le model€@B5 ont été établis pour initier
'apoptose (Barnhart et al. 2008)oir figure 19) (la signalisation en aval des récepteurs
TRAIL-R1/R2 est similaire a la signalisation de ()9

L'une est induite exclusivement par les réceptdarsort ou le granzyme a la surface
cellulaire. Elle est aussi appelée voie de sigatdia "extrinseque” (Schmitz et al. 20@)se
produit dans les cellules de type I. Les cellulestype | sont caractériseées par de hauts
niveaux de formation dudeath-inducing signaling complexDISC) et des quantités
importantes de caspase-8 active. La caspase-8aatnduit directement a l'activation de
caspases effectrices en aval.

L'autre est induite par la mitochondrie. Elle pétre nommée voie de signalisation
"intrinseque"” (Schmitz et al. 2000) et se prodaitslles cellules de type Il. Dans ces cellules,
il y a de plus faibles niveaux de formation du DIBE€ CD95 ou TRAIL-R1/R2 et donc de
plus faibles niveaux de caspase-8 activactivation des caspases ainsi que l'apoptose sont
bloquées par une surexpression de Bcl-2 ou de BclBéns ce cas, la signalisation nécessite

une boucle d'amplification additionnelle qui impley le clivage par la caspase-8 de la
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protéine Bid de la famille du Bcl-2 pour générer Bid tronqué (t) et une libération
consécutive de cytochrontepar la mitochondrie induite par tBid. Cette se@ndie peut
donc étre activée par les récepteurs de mort, ggatement par les stimuli apoptotiques
agissant directement sur la mitochondrie.

Dans les deux types de signalisation, lorsque pegse est induite par les récepteurs

de mort, la formation de complexes de signalisatistrrequise.

18.2.1. Complexes de signalisation:
Deux types de complexes de signalisation liés @&oepteurs de mort peuvent étre
distingués. Le premier groupe comprend les DISCsqui recrutés par les récepteurs CD95,
DR4 ou DR5 (Peter and Krammer 2003) dans des catigpasssemblablegvoir figure 20)

La formation du DISC entraine l'activation de Ismase-8 (et/ou de la caspase-10), qui joue

DIsSC

E TRAL
;  TRAILR2
FADD bk IFADD
ﬁﬂ
Tl
e :
o
l > <
«I- Procaspase-3/7/6 MF-xB activation JNK activatior
3 / — @D
i :
# Castan s “ | Jl Caspase-3/7/6
Cy‘tc
Prospiea . R
ﬂ 0
@OHOOHOODPO®
ﬂ o o “apat-1 l
Apoptosome
Cell shrinkage, membrane blebbing l
._ DMA fragmentation
Apoptosis

Figure 20.Les deux types de complexes de signalisation (8Ddt le Complex ), et les voies de signalisa
intracytoplasmiques menant a l'apoptose (voie tirdes caspases et voie mitochondriale) ou a léesur
(activation du NF«B). D'aprés (Lavrik et al. 2005).
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un réle central dans la transduction du signal sgimue.

Le second groupe, qui ne sera pas détaillé, cordgeEncomplexes de signalisation
recrutés par les récepteurs TNFR1, DR3, DR6 et EONRppidi et al. 2004). Ceux-ci
recrutent un lot différent de molécules (TRADD, RTHRAF-1/2), qui transmettent a la fois
des signaux apoptotiques et de survie (en induikactivation de NFB, qui méne a

I'expression de genes de sunig)ir figure 20)

18.2.3. Voie de signalisation des caspases (ou Vetrinseque"):

Les DISC de CD95 et DR4/DR5 consistent en des téuep oligomérises,
probablement trimérisés, la molécule adaptatricees@mnt un domaine de mort (DD) FADD
(Fas-Associated Death DomailMORT1), deux isoformes de la pro-caspase-8 (pspa&se-
8/a et pro-caspase-8/b), la pro-caspase-10 ebtaipe cellulaire FLIBs (FLICE inhibitory
protein) (Bodmer et al. 2000; Kischkel et al. 2000; Sprétkal. 2000; Peter and Krammer
2003) (voir figure 20) TRAIL peut déclencher I'apoptosea DR4, DR5 (Kischkel et al.
2000; Sprick et al. 2000) ou des hétérocomplexd3Rie et DR5 (Kischkel et al. 2000).

Les interactions entre les molécules du DISC soaséés sur des contacts
homotypiques. Le DD du récepteur interagit ave®I2 de FADD tandis que le DED de
FADD interagit avec les tandems N-terminaux de DOfeDa pro-caspase-8, la pro-caspase-10
et FLIR,s. L'activation de la pro-caspase-8 semble suivrenadéle dans lequel de hautes
concentrations locales de la pro-caspase-8 danDI®&C meénent a son activation
autoprotéolytique pour propager le signal apopttiq

Les propriétés de la caspase-8 sont tres bientéass#es et son rble primordial en tant
gue caspase apicale dans la signalisation destegéceme mort tels que CD95L et TRAIL a
été bien établi (Juo et al. 1998; Bodmer et al02@prick et al. 2000). En plus de son réle de
caspase apicale, la caspase-8 pourrait étre agtaréges caspases en aval, comme la caspase-
6, dans une boucle de rétrocontréle positive (Quyviand Downward 2002), aboutissant
potentiellement au ciblage de la mitochondrie ddpande Bid.

La caspase-10 est structurellement similaire aatpase-8, cependant, sa capacité a
remplacer fonctionnellement la caspase-8 est ceoetsée. Plusieurs groupes furent
incapables de retrouver la caspase-10 endogéene ldaD$SC natif de TRAIL ou FasL
(Bodmer et al. 2000; Sprick et al. 20@)certaines études tendent a suggérer qu’ellenad s
pas capable de remplacer fonctionnellement la saspasauf a de trés hauts niveaux
d’expression (Sprick et al. 2002). Pourtant, de&sigroupesiémontrérent que la caspase-10

endogene était recrutée et activée dans le DISTRAdL et FasL, et qu'elle était capable de
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transmettre un signal apoptotique, bien qu’attéenébsence de la caspase-8 (Kischkel et al.
2001; Wang et al. 2001). De plus, les lymphocytes phtients atteints de ALPS Il (maladie
autoimmune caractérisée par une homéostasie amoraed |lymphocytes et cellules
dendritiques) portant une mutation de la caspaseelfd résistants a la mort par TRAIL
(Wang et al. 1999; Zheng and Flavell 1999). En et@vec ces données, la perte de la
caspase-10, souvent de fagon post-transcriptiaredt beaucoup plus commune que la perte
de la caspase-8 dans des tumeurs variées, suggéeald caspase-10 pourrait avoir un réle
plus significatif dans la résistance a I'apoptoaediles cellules cancéreuses (Kischkel et al.
2001; Park et al. 2002; Shin et al. 2002). La css{d® pourrait ainsi fonctionner comme
suppresseur de tumeur.

Les caspases-8 et -10 activées clivent ensuitadpase-3 exécutrice, laquelle conduit

a son tour au clivage des substrats de (rort figure 20)

18.2.3.1. FLIP

L'activité des caspases initiatrices -8 et -10 p&toé régulée par une famille de
protéines appelées FLIPFADD-like interleukin-1 B-converting enzyme-like protease
(FLICE/caspases-8)-inhibitory proteinsLes FLIP virales (v-FLIP) ont été identifiéesnda
plusieurs virusyherpes(Thome et al. 1997). Elles possedent des capaaitispoptotiques
qui permettent aux virus d'échapper aux réponseptajiques antivirales de I'héte. Une
analyse de leur séquence a révelé que les v-Flikeraient deux DED dans leur partie N-
terminale et avaient une homologie considérable tav€aspase-8 et la caspase-10. D'autres
observations ont indiqué que les v-FLIP étaientbsgs de se lier & FADD et a la caspase-8
via des interactions homotypiques. Cette liaison ddgurecrutement de la caspase-8 dans le
DISC et empéche donc son activation (Thome et27)l Un homologue cellulaire des v-
FLIP a ensuite été identifié et appelé c-FLIP. Degakants d'épissage — une forme longue
(FLIP.) et une forme courte (FL§P— ont été identifiés dans les cellules humaibhasorme

courte est structuralement et fonctionnellementlaire a v-FLIP.

18.2.3.2. Les IAP

Les IAP {nhibitor of apoptosis proteinsont une famille de protéines qui fonctionnent

comme des régulateurs de la cascade des casplssgdtrraient aussi fonctionner comme
ligases de l'ubiquitine, aidant a la dégradatianaespases qu'elles lient.

Des protéines cellulaires inhibant les caspase8atimies spécifiques ont été
identifiées, mais les IAP sont les seules protéaradogenes connues qui régulent a la fois
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Encadré 15: Quelgues méthodes de mesure de |I’apoptose

Annexine V / IP (ou 7TAAD):
La translocation de la
phosphatidylsérine du feuillet
interne de la membrane
cellulaire a son feuillet
externe (flip-flop) est un
signe précoce de l'apoptose.
La présence de ce Membrane
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DioC6(3):
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fluorochrome lipophilique qui posséde une téte a domaine
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s’accumule dans les membranes intracellulaires en fonction du
gradient de potentiel transmembranaire. A faible concentration, il marque juste la
mitochondrie de par son potentiel de membrane tres négatif. Or, un des évenements
intracellulaires les plus précoces durant I’apoptose est une réduction du potentiel
transmembranaire mitochondrial de la cellule. Le DioC6(3) ne peut donc plus s’accumuler
dans les membranes intracellulaires mitochondriales des cellules apoptotiques. En cytométrie
de flux, seules les cellules vivantes restent marquées par le DioC6(3) qui fluoresce.
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Dans la méthode TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labelling method), les
terminaisons d’ADN 3’-OH générées par la fragmentation de I’ADN sont marquées avec des
dUTP-FITC, réaction catalysée par la terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT).



l'activité des caspases initiatrices et effectrites IAP sont caracterisées par la présence de
un a trois domaines BlRbéculoviral IAP repedtde 70-80 acides aminés, et pour certaines,
un motif RING-fingeren C-terminal (Liston et al. 2003). La caractéisades protéines IAP
suggere qu'elles fonctionnent comme des inhibitdarsaspases endogenes (caspases-3, -7 et
-9), autant qu'elles participent a la régulationcgtale cellulaire et a la modulation du signal
de transduction induit par le réceptéuiston et al. 2003).

Huit membres de la famille des IAP ont été ideésifdans les cellules humaines:
XIAP (X-linked IAR hILP, MIHA, ILP-1), clAP1 (MIHB, HIAP-2), clAP2 KIIAP-1, MIHC,
API12), NAIP (heuronal apoptosis-inhibitory proteinML-IAP (melanoma IAP/ livine, ILP2
(IAP-like protein-2, Bruce/apollon et la survivine.

Les IAP sont inhibées par deux protéines nomméeAGMIABLO (Du et al. 2000)
et HtrA2/0Omi (Verhagen et al. 2002), qui sont l@€s par la mitochondrie avec le
cytochromec pendant I'apoptose et permettent I'activation cdespases en se liant de facon

compétitive et en inhibant les IABu et al. 2000).

18.2.4. Voie de signalisation mitochondriale (ou ¥ "intrinseque"):

Dans les cellules de type I, I'activation de laaoihondrie, qu'elle implique le clivage
par la caspase-8 de la protéine Bid de la famillé3dl-2 pour générer un Bid tronqué (t) ou
bien d'autres inducteurs, entraine la perméabdisale la membrane mitochondriale et la
libération consécutive dans le cytosol de cytoctwrond'AlF et d'autres facteurs apoptogenes
de l'espace intermembranaire. Le cytochranmytosolique et I'ATP vont interagir avec la
protéine Apaf-1 Apoptotic protease activating factoj-frour induire sa multimérisation (Zou
et al. 1999). Les changements conformationnelspi-A associés a cette liaison exposent le
CARD N-terminal, facilitant I'interaction CARD-CARBvec les molécules de pro-caspase-9.
Ceci produit un complexe appelé "apoptosome" conplessept molécules Apaf-1 liées au
cytochromec surmontant sept molécules de pro-caspase-9 atedgétehan et al. 2002) et
entraine, en présence d’ATP, l'auto-activation alg@io-caspase 9. Cette activation est elle-
méme responsable de I'activation de pro-caspasestrgtes en aval, comme la pro-caspase
3, conduisant a I'apoptose (Zou et al. 198@)ir figure 20) La cinétique d’activation de la
caspase-8 dans ces cellules est lente.

Des études dans des lignées cellulairda gtvo ont démontré I'existence de lignées
cellulaires de type | et de type Il en réponse AR Ozoren et al. 2000; Burns and El-Deiry
2001).

89



La signalisation du CD95 et de TRAIL-R1/R2 de typgeut étre bloquée par les
membres de la famille du Bcl-2 anti-apoptotiquesice Bcl-2 et Bel-X (Willis et al. 2003).

18.2.4.1. Les membres de la famille Bcl-2

Les membres de la famille du Bcl-2 régulent I'apspt au niveau mitochondrial
(Martinou and Green 2001; Zamzami and Kroemer 20043 protéines de la famille Bcl-2
influencent la perméabilité de la membrane mitochiate. Ainsi, en empéchant la libération
du cytochromee par la mitochondrie, Bcl-2 et BceloX{par exemple, inhibent la formation du
complexe Apaf-1/cytochrom&caspase-9 qui est nécessaire a l'apoptose.

Cette famille peut étre divisée en membres antpgiimues, comme Bcl-2, BcliX
Bcl-w, Mcl-1 et Boo, et en membres pro-apoptotiques, menBax, Bak, Bok, Bid, Bad et
Bim (Huang and Strasser 2000).

Bien que l'impact des membres de la famille duBslr I'apoptose soit bien connu, le
mécanisme biochimique de leur fonction n'est pégrement clair.

Selon un modele, la perméabilisation de la membraitechondriale implique le
PTPC permeability transition pore complgxun complexe multiprotéiqué&Zamzami and
Kroemer 2001). Les protéines Bcl-2 pourraient igar avec le PTPC et réguler sa
perméabilité.

Selon un autre modele, certains membres de lal&aBidl-2 servent de "senseurs de
mort" dans le cytosol ou le cytosquelette. Apresignal de mort, elles interagissent avec des
membres de la sous-famille Bax. Apres linteracgtites protéines Bax subissent un
changement conformationnel, s'insérent dans la meerebmitochondriale, s'oligomérisent et
forment des canaux perméables aux protéines. lodSipes anti-apoptotiques Bcl-2 inhibent
le changement conformationnel ou l'oligomérisatin Bax et Bak (Martinou and Green
2001).

19. Le ligand inducteur de mort TRAIL

TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Liggna été découvert par deux groupes
indépendants, en se basant sur son homologie ders#mavec le TNF et Fas/CD95L (Wiley
et al. 1995; Pitti et al. 1996). Il est exprimé sdarme d'une protéine membranaire de 281
acides aminés et environ 33-35 kDa. Il peut éik&qar des protéases a cystéine pour former

un ligand extracellulaire. TRAIL soluble est présarde relativement hauts niveaux dans le
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surnageant de culture des cellules mononucléésarttupériphérique activéfisabakk et al.
2002).

Une molécule TRAIL recombinante tronquée et ac(aedes aminés 114-281) a été
obtenue et cristallisée (Cha et al. 1999pir figure 22) TRAIL présente une faible
homologie de séquence avec les autres membresfaimille du TNF (38 acides aminés sur
168 sont conservés dans TRAIL et FasL qui partaligeplus haute homologie de séquence).
Un monomeére de TRAIL contient deux feuill@santi-paralleles qui forment un sandwi@h
comme échafaudage central, et interagit avec les-goités adjacentes téte-béche pour
former un homotrimére en forme de cloche.
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Figure 21. Vue de c6té du complexe TRAIDRS5.
Le trimére TRAIL est représenté sous forme Figure 22. Diagramme en rubans du trimére TR/
rubars en dégradés de bleu. Les trois récepteurt  Les trois monomeres sont représentés en diffé
représentés sous forme de tubes jeamagge couleurs. D'aprés (Cha et al. 1999).
D'aprés (Hymowitz et al. 1999).

La formation d'un homotrimere est partagée parllpagt des autres ligands de la

famille du TNF (Baetu and Hiscott 2002). CependarRAIL transporte un ion zinc a
l'interface des triméres, liés par le résidu cystéinon-apparié (Cys230) de chaque
monomere, a la différence des autres membres driparfamille des ligands du TNF
(Bodmer et al. 2000). L'ion zinc est essentiel pdimtégrité structurale de TRAIL
(Hymowitz et al. 1999), et la substitution du Cy392 I'alanine ou la sérine affecte fortement
la capacité de TRAIL a induire I'apoptose.

Un trimére TRAIL se lie a trois récepteurs transrbemaires pour former un

complexe hexameriqugoir figure 21)(Mongkolsapaya et al. 1999). Les trois réceptears s
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lient le long des fissures aux interfaces entrenhfemomeres de TRAIL (Hymowitz et al.
1999).

Des études sur Fas et TNFR1 ont défini un domd&wieggdmérisation dans la région
extracellulaire du récepteur, appelé le PLADefligand assembly domgi{Chan et al.
2000). Ce PLAD pourrait permettre la pré-assoamtde trois molécules de récepteur,
indépendamment du ligand, facilitant ainsi la fisatdu ligand (Kimberley and Screaton
2004)(voir figure 23)

20. Les récepteurs de TRAIL

Cinq récepteurs a TRAIL ont été identifiés a ce jduez 'hnomme: DR4, DR5, DcR1,
DcR2 et I'osteoprotegerine (OP@pir figure 24)

Comme la plupart des récepteurs de la superfan PRS  IRAL
du TNF, DR4, DR5 et DcR2 sont des protéin PLAD [
transmembranaires de type |, tandis que DCcR1 est Ligand [ '
protéine transmembranaire de type Il (a laquéllmanque piading _—

un peptide signal) et que I'OPG est secrétée eh daa !

protéine soluble (Ashkenazi 2002).
DR4 a été le premier récepteur a TRAIL identifiarfret al.
1997). DR4 est une protéine de 468 acides amingésmcant

dans son domaine cytoplasmique un domaine de n

Figure 23.Modéle de liaison

de TRAIL au DR5 grace au

PLAD. D’aprés (Kimberley
and Screaton 200.

similaire a celui trouvé dans TNF-R1 et Fas. Imratshent
aprés la découverte de DR4, plusieurs groupes ¢
indépendamment identifié un second récepteur pRAIL,
nommé DR5 (MacFarlane et al. 1997; Walczak et @.7). Comme DR4, DR5 contient un
domaine de mort cytoplasmique. La fonction la miewatactérisée des deux récepteurs
contenant des domaines de mort, DR4 et DR5, dsitlde provoquer une réponse de mort
apoptotique apres liaison de TRAIL dans une variktdignées cellulaires continues et de
cellules tumorales primaires (Baetu and Hiscott2@Imasan and Ashkenazi 2003). En plus
de leur activité bien caractérisée de transduatiorsignal apoptotique, DR4 et DR5, tout
comme d’autres membres de la famille du récepteurF présentant des domaines de mort
intracytoplasmiques, pourraient également étreiqupk dans des fonctions non apoptotiques
(Park et al. 2005).
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DcR1 a été le troisieme récepteur a TRAIL identjMacFarlane et al. 1997PcR1 est une
protéine de 299 acides aminés, a laquelle il mangusegment cytoplasmique. DcR1 est
ancré a la surface cellulaire par un glycosylphasigilinositol C-terminal (ancre GPI) lié de
facon covalente. DcR2 a été le quatrieme récem@telRAIL identifié (Degli-Esposti et al.
1997). Bien que DcR2 ait un domaine transmembrandircontient un domaine de mort
tronqué, qui le rend incapable d’induire efficacemkes signaux intracellulaires. Il a été
originellement proposé que DcR1 et DcR2 agissantipalement comme récepteurs "leurre”
(decoy régulant négativement la cytotoxicité induite §&AIL en entrant en compétition
avec DR4 et DR5 pour la liaison du ligand.
Initialement, la sensibilité des cellules tumorales
omlfl?::: a TRAIL a été mise sur le compte de I'absence de &c
g leur surface. La surexpression de ces récepteurs
T protégerait les cellules normales de [linduction

DRS TRAIL-R4

R4 g d’apoptose par TRAIL. lls agiraient donc en séquaest

TRAIL-R1
le ligand et en I'empéchant de se fixer aux réaeptde

mort capables de transmettre le signal apoptotique
88 (Sheridan et al. 1997; Pan et al. 1998). Beaucap d
tissus normaux expriment au moins un des DcR
- ?0 (Marsters et al. 1997; Sheridan et al. 1997; Paal.et

? 1998). Des études de lignées de cellules cancé&raitse
% ? de tumeurs primaires n‘ont pourtant pas réevélé de
200 210

(54 corrélation claire entre I'expression transmembirana

. ] de récepteurs "de mort" et de récepteurs "leureesd
Figure 24.Les quatre récepteurs

membranaires a TRAIL identifies. Les rasistance & TRAIL (Ashkenazi 2002; Almasan and
bandes blanches représentent les
domaines homologues, les lignes  Ashkenazi 2003). Cependant, presque toutes ces<tud

horizontales: résidus cystéine i )

conservés, les carrés noirs: domainesreposent sur la détection de 'ARNm (Petak et @0@®
de mort. L'ancre GPI maintenant . . ~ ,
DcR1 a la surface cellulaire est ~ Nimmanapalli et al. 2001) plutot que sur I'analyde
montrée. Les longueurs en acides

. ; . 'expression membranaire de ces protéines (Lincal.et
aminés du lien extracellulaire et des

régions cytoplasmiques sont indiquées2001). Il est possible que méme la détection des
également. D'aprés (Degli-Esposti et
al. 1997). récepteurs par immunoblots (Wen et al. 2000) soit

trompeuse au cas ou les DcR seraient localisés ldans
cellule plutét qu'a sa surface (Zhang et al. 200tendue de I'expression de surface des
récepteurs "leurres” sur les cellules tumoralesi@unales n’est donc pas encore totalement

claire, ni la fagcon dont ces récepteurs modulersigaalisation de TRAIL. Une progression
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dans notre compréhension des meécanismes réguknntiEractions entre TRAIL et ses
récepteurs de surface vient d'une étude récenan(glet al. 2005). Les auteurs démontrent
gue l'inhibition par DcR2 de I'apoptose induite pERAIL dépend de son association avec
DR5 via 'assemblage des NH2-terminaux des pré-ligandsddes récepteurs. La liaison du
ligand a DcR2 n’est pas nécessaire pour sa fonatiwbitrice d’apoptose, excluant donc la
possibilité que DcR2 agisse comme un "leurre” poloiber 'apoptose en liant TRAIL. Alors
gue la plupart des récepteurs du TNF forment nameaht seulement des complexes
homotrimériques, 'assemblage des domaines duigaéd dans DR5 et DcR2 permet les
formations de complexes mélangés comme un moyeégidation de I'induction d’apoptose.

Il a donc été proposé que le DcR2 agisse comméaapteur "régulateur” plutdt que "leurre"
qui inhibe la signalisation de I'apoptose par TRAlliravers ce mécanisme indépendant du
ligand (Clancy et al. 2005).

Le cinquiéme récepteur pour TRAIL est 'OPG, quaumait pas de réle dans l'apoptose
(Emery et al. 1998). L'activité la mieux caractéaspour I'OPG est linhibition de la
formation d’ostéoclastes stimulée par RANKEdeptor activator of N%B ligand. L'OPG
peut en effet lier RANKL et empécher ainsi I'intetian avec son récepteur approprié, RANK
(Boyle et al. 2003).

21. Cellules exprimant TRAIL et modes d’induction
21.1. Expression constitutive de TRAIL

A la difféerence des autres membres de la supetfardiés ligands du TNF dont
I'expression est étroitement régulée et qui sonlkeseent exprimés de facon transitoire sur les
cellules activées, ’TARNm de TRAIL est détecté daissieurs tissus humains, dont le
poumon, le foie et le rein foetaux, et chez I'adubierate, la prostate, le thymus, I'ovaire, le
petit intestin, le cblon, les leucocytes du sangppérique, le cceur, le placenta, le poumon, le
muscle squelettique et le rein, mais pas dansrieaas (Almasan and Ashkenazi 2003).

Les cellules T fraichement isolées, tout commecktules NKT, B, les DC, les
monocytes et les NK n'expriment pas de niveau tiikcde TRAIL a leur surface (Fanger et
al. 1999; Griffith et al. 1999; Kayagaki et al. 9®myth et al. 2001; Takeda et al. 2001).
Quelgues exceptions, cependant, ont été trouvéme. ddus-population de cellules NK
murines du foie semblent exprimer TRAIL constitetivent de maniere dépendante de I'IFN
de type Il (Smyth et al. 2001; Takeda et al. 200BBRNm de TRAIL est également exprimé
dans des cellules NK humaines (Kashii et al. 1@¢9%)es PDC humainébanger et al. 1999)
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et la protéine est retrouvée en marquage intrdagbudans les NK. Des lymphocytes B
murins expriment aussi TRAIL de fagon constitutiiariani and Krammer 1998), ainsi que
des clones de cellules T CDAumaines, mais dans un milieu de culture supplémamIL-2,
qui pourrait stimuler ces cellules en contifiiayagaki et al. 1999). Quant aux neutrophiles
humains, ils contiennent constitutivement I'ARNmdaot pour TRAIL, expriment la
molécule en surface et libérent du TRAIL solublesike milieu (Koga et al. 2004; Cassatella
2006).

21.2. Induction d'expression de TRAIL

Les lymphocytes NK et CD8au repos, n’expriment donc pas TRAIL membranaire
mais I'expriment apres activation (Mirandola et 2004). Certaines cytokines, virus, ou
autres agents ont ainsi été utilisés avec succeas ipduire I'expression de TRAIL sur
plusieurs types de cellules hématopoiétiques.

Le géne de TRAIL compte environ 20 kb et contieng@xons. La région promotrice
de 1,2 kb en amont du codon d’initiation de traguct été clonée et son site de départ de
transcription a été défini. Une analyse de cetiguesdce promotrice pourrait révéler les
facteurs de transcription permettant d'induire fadpction de TRAIL et les voies de
signalisation empruntées en aval par les agentenpielement capables d'agir sur
I'expression de TRAIlvoir figure 25)

En effet, des séquences consensus pour plusieutiss de liaison de facteurs
régulateurs de transcription ont été identifiéssdarrégion promotrice du géne TRAIL, dont
le site ISRE IFN-stimulated responsive elemgnsur lequel se fixent les facteurs de
transcriptions des IFN de type |, mais égalemensiees GATAC/EBP, SP-1, Oct-1, AP-1,
AP-3, PEA3, GKLF, HNF3, CF-1, NFAT, GAS, KB (Gong and Almasan 2000; Wang et
al. 2000; Modur et al. 2002; Kirshner et al. 20Rani and Ransohoff 2005) et FKHRodur
et al. 2002). Plusieurs cytokines ou autres industg@ourraient donc agir sur les divers
facteurs de transcription capables de se lier ¢mmégion promotrice d&@RAIL et seraient
ainsi susceptibles d'induire I'expression de laéne TRAIL a la surface des cellules. Les
voies de signalisation impliquées se recoupent payslupart et semblent constituées en
majorité de la voie PI3-K/Akt, des IKK, du NEB, des MAPK (p38), des STAT, des IRF et
de la PKC, entre autres (Rani and Ransohoff 200£5.agents les plus efficaces semblent

étre les IFN de type | et II, qui impliquent I''SRE
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21.2.1. Induction de TRAIL par les IFN de type | etil:

Les IFN de type | et Il peuvent agir en tant quéokiyes induisant I'apoptose en
activant l'expression de génes codant pour descuiek pro-apoptotiques sur des lignées
canceéreuses variées (Chawla-Sarkar et al. 2008}, dks myelomes multiples (Chen et al.
2001), des mélanomes (Chawla-Sarkar et al. 20@3)cdrcinomes ovariens (Morrison et al.
2002)et des cancers du sein (Ruiz-Ruiz and Lopez-Ri@a@2)R Par ailleurs, le prétraitement
a I'lFN-B sensibilise les cellules de mélanomes (ChawlagBagk al. 2002; Leaman et al.
2002) et de lymphomes (Oehadian et al. 20@8)aines autrement résistantes a I'apoptose
induite par TRAIL. Les IFN de type | et Il possetamsi des propriétés anti-tumorales et
anti-virales bien connues, dans lesquelles TRAIllur@ot jouer un réle. En effet, des
constructions de rapporteurs luciférase, transésctians des cellules Jurkat, ont montré une
régulation transcriptionnelle du géne de TRAIL [e&r IFN de type I. Une analyse de délétion
a indiqué que la région promotrice d&RAIL contrblait I'expression du géne aprés un
traitement a I'lFNB (Gong and Almasan 2000). Ainsi, aprés liaison’idiéNl de type | a son
récepteur, les facteurs de transcription STAT1 ,ecduplés a 'RF9 (formant ainsi le
complexe ISGF3), se lieraient aux éléments de p®BRE dans le promoteur de TRAIL
humain et stimuleraient son activité transcriptielfen(voir figure 25) En ce qui concerne
'IFN de type I, aprés liaison a son récepteus’dgirait d’homodiméres STAT1, cette fois-
ci, qui se lieraient aux éléments de réponse Gitérferon activated sidjedans le
promoteur de TRAILvoir figure 25)

Plusieurs types cellulaires semblent exprimer TRAhLréponse aux IFN de type | et
Il. En effet, 'ARNmM de TRAIL est induit par lesNFa et {3 dans des cellules Jurkat (Gong
and Almasan 2000) ainsi que dans des cellules de@nor@e (Chawla-Sarkar et al. 2001) et
de sclérose en plaques (Wandinger et al. 2003)aiPanrs, des radiations ionisantes et les
IFN de type | induisent également I'ARNmM et I'exgsion protéiqgue de TRAIL dans des
lymphomes, leucémies et myélomes multiples (Gong Ammasan 2000). L'ARNm de
TRAIL peut étre induit sur des monocytes humaingsih de stimulation avec I'lFl-ou
I'IFN-y, et I'expression de TRAIL a la surface de cesutedl est obtenue dés 2h de
stimulation et conservée jusqu'a 12h. (Griffithaét 1999). D’autre part, I'lFNx2 induit
I'expression de hauts niveaux de TRAIL membransinedes cellules T activées (Nguyen et
al. 2000). L'ARNm et I'expression membranaire dAlLRse retrouvent également dans des
MDC humaines cultivées avec I'lFN-ou I'lFN-y (Fanger et al. 1999). L'IFR-et I'lFN-a

peuvent induire 'ARNm et la protéine TRAIL dansdignées de myélomes multiples et des
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plasmocytes fraichement isolés de patients attdentayélomes multiple€hen et al. 2001).
L'expression de 'ARNmM de TRAIL est augmentée s ©eutrophiles et des PBMC apres

stimulation par IFNa ou IFN+y (Koga et al. 2004).

21.2.2. Induction de TRAIL par les TLR:

Mais ces IFN de type | et Il eux-mémes sont justégraennus pour étre induits par les
infections virales. De nombreux virus seraient doagables d'induire I'expression de TRAIL,
via la production d'IFN de type | et Il. Le virus da ftougeole, par exemple, induit
I'expression d'ARNm et de protéine TRAIL sur des B8ues de monocytes (moDC). La
protéine TRAIL est également exprimée en 24h agtigsulation par ce virus sur des moDC,
des monocytes et des lymphocytes T activés pabDi@ (@idalain et al. 2000). Par ailleurs,
des fibroblastes murins infectés vitro par I'EMCV pendant 2h deviennent sensibles a
I'apoptose induite par TRAIL (Sato et al. 2001)aliire part, I'lFNe intracellulaire produit
par les PDC activées par le HIV-1 induirait uneregpion de TRAIL dans les amygdales de
patients infectés, qui serait responsable de latidél en cellules T CD4(Herbeuval et al.
2006)(voir figure 25)

En plus des virus, l'acide polyinosinique: acidéypgidylique (poly (I :C) = ligand
du TLR3, inducteur de I'IFN de type I, considérénare agent mimant une infection virale et
stimulateur des NK) induit TRAIL sur les cellulesKNvia I'activation de I''SGF3. Ces
inductions de TRAIL ne sont pas observées danssdesis mutantes déficientes pour
IFNAR1 ou IRF-9 (Sato et al. 2001).

Comme cela a été montré pour le poly (I :C), qduihde faibles quantités de TRAIL
a la surface des lymphocytes T (Kayagaki et al.919%s ligands des TLR pourraient
egalement étre impliqués dans I'expression de TRIRst possible que l'effet de ces ligands
passe par une activation de la signalisation dBsd€ type | et Il. En effet, de hombreux
agonistes de TLR (LPS, CpG DNA, acide lipotéichejqginduisent la phosphorylation de
STAT1 (S727)yvia l'activation des voies MAPK p38 (Takauji et al02) Osawa et al. 2006)
et augmentent donc l'effet de I'lBN-dont la signalisation impligue également la
phosphorylation de STAT1 mais n'impligue pas Radton des voies p38 MAPK.
L'implication des ligands de TLR dans l'activatida cette voie de signalisation des IFN

pourrait étre vérifiee en inhibant les voies MAPBB{Schroder et al. 2006).
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Lorsque des PBMC humains sont incubés 24h ave€d€&€ ODN (2006 ou 2041),
I'expression de TRAIL est retrouvée sur les monesyCette induction de TRAIL passerait
par I'lFN-a sécrété par les PDC activées par les CpG ODN (Ketrap 2003).

Pour finir, le LPS induit aussi I'expression de TRA la surface de monocytes et

macrophages humains (Halaas et al. 2000).

21.2.3. Induction de TRAIL par les interleukines:

D'autres cytokines pourraient également jouer ilmdéns l'induction d'expression de
TRAIL, comme les interleukines impliqguées dansaiads voies de signalisation aboutissant
sur les facteurs de transcription présents darégian promotrice dé@RAIL, dont I'lL-2, I'IL-

15, I'lL-6 et I'lL-17. Les sites de Oct-1, ainsieqdP-1, C/EBP et NkB sont largement
exprimés dans les promoteurs de genes ciblesdadkine inflammatoire IL-17. Les sites de
C/EBP et NF«B sont d'ailleurs indispensables a l'activationcde genes et leur régulation
par I'lL-17 est essentielle dans le promoteur ldledl’'(Shen et al. 2006). De plus, AP-3 joue
un réle dans linduction du gene de I'lL-2, en alodiration avec d'autres éléments de
promoteur comme NkB, AP-1, Oct-1 et NF-AT.

L'IL-2 et I'lL-15 font partie de la méme familld partagent deux composants de
récepteur, les chaines IL-BRL-15RB et IL-2Ry/IL-15Ry. La plupart de leurs activités
biologiques se recoupent, dont l'augmentation aliVité des cellules NK. Trois voies de
signalisation sont connues pour étre activees &iacHaineyc du récepteur a I'lL-2 :
Ras/Raf/IMAPK, PI3K/Akt et STAT5 (Smith 2006). TRAest pas retrouveé sur les cellules
T, B ou NK murines ni a la surface de cellules Tnaines fraichement isolées. En revanche,
il est retrouvé sur les cellules T humaines apoisation par anti-CD3, surtout en présence
d'IL-2 (Kayagaki et al. 1999), a la surface de WleB NK humaines activées par I'lL-2
(Johnsen et al. 1999) et sur les cellules NK BIB3.1" aprés stimulation en présence d’IL-2
ou d’'IL-15. Par ailleurs, 'ARNmM de TRAIL est détable dans des cellules NK humaines
phénotypiqguement immatures CDIRID56 (cultivées avec IL-15, IL-2 ou IL-12) (Zamai et
al. 1998; Kashii et al. 1999).

21.2.4. Induction de TRAIL par activation des récepeurs T et B:
L’activation des récepteurs T et B semble égalemesnidre une part dans l'induction
d'expression de TRAIL dans ces cellules. Ainsi, stmaulation de 12h, 24h ou 48h avec anti-

CD3 ou IFN@ seuls induit une faible quantité de TRAIL a laface de lymphocytes T CD4
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et CD8, alors que l'addition des deux augmente I'expsasdie TRAIL. L'expression de
TRAIL induite par anti-CD3+IFNa commence a 2h, atteint un pic a 6h et dure justfha

Par ailleurs, le TPA1R2-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate la méme famille que
la PMA =phorbol 12-myristate 13-acetgteun activateur spécifique de la Protéine Kinase C
(PKC) et donc du NkB, induit aussi l'activité du promoteur de TRAILndaplusieurs
lignées cellulaires. Le site C/EBP, présent damgsdenoteur de TRAIL, est impliqué dans la
réponse du promoteur humain de l'involucrine stémpér le TPA. De plus, le site SP1 est
impliqué dans la réponse du promoteur@sL humain stimulé par le TPA. C/EBP et SP1
pourraient donc aussi jouer un réle dans l'actigdit@romoteur de TRAIL induite par TPA.
(Agarwal et al. 1999; Chou et al. 2000; Gong aneh@dan 2000).

D'autres cellules T humaines CDdt CD§ activées par stimulation du TcR (OKT3
ou superantigéne) ou PMA/ionomycine expriment 'ARNe TRAIL (Jeremias et al. 1998).
NF-kB et AP-3 peuvent étre induits par un anticorps GKnti-CD3 seul alors que NF-AT et
AP-1 nécessitent I'addition de PMA. Ces facteursralescription nucléaires sont tous induits
par un anticorps anti-CD28 + PMA (Granelli-Pipeara Nolan 1991).

La PHA (phytohemagglutinin stimule également la libération de TRAIL par des
Jurkat ou des PBMC humaines (Martinez-Lorenzo.€1398).

De nombreux inhibiteurs pharmacologiques peuveagu#r I'induction de TRAIL
par lactivation du récepteur de la cellule T, pettant d’identifier les protéines
indispensables a la voie de signalisation mendatt@anscription dd RAIL (Musgrave et al.
1999) Ainsi, parmi ces molécules, I'herbimycine A et langstéine inhibent les protéines
tyrosines kinases (PTK), la staurosporine et laheadtine C inhibent la PKC, tandis que la
wortmannin et LY294002 inhibent la PI3K. La cyclosipe A inhibe la protéine phosphatase
calcineurine, et la rapamycine inhibe la kinase @B) impliquée dans la signalisation du
CD28 et du récepteur de I'lL{2oir figure 25)

En ce qui concerne le récepteur de cellule B, stinadion peut induire I'expression
du TNFa, via la stimulation d’éléments de réponse NF-AT, Ocaitl NFKB (Wang et al.
2001). Ces éléments de réponse étant égalememngséians le promoteur d&RAIL et la
protéine TRAIL pouvant étre exprimée a la surfage lgmphocytes B, le récepteur de cellule

B pourrait peut-étre jouer également un réle damduction d’expression de TRAIL.
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21.2.5. Autres inducteurs de TRAIL:

D’autres molécules semblent capables d’induirepifegsion de ce ligand de mort,
telles que l'acide rétinoique et les rétinoidesliaet au récepteur a l'acide rétinoique
(RAR)a. Leur induction d'expression de TRAIL a été momtsér des cellules leucémiques
promyeélocytaires (Altucci et al. 2001; Altucci atonemeyer 2004). L'acide rétinoique
pourrait méme avoir un effet synergique avec I'iFNeur induire I'activation du promoteur
de TRAIL via 'IRF1 (Clarke et al. 2004). L'IRF2 serait égalemautilisé par l'acide
rétinoique pour induire TRAIL, et le récepteur RABurrait recruter CBPQREB-binding
protein), qui se lierait aux IRF, favorisant leur intefant (par formation éventuelle d’'un
enhanceosomsmilaire a celui retrouvé dans le promoteur ¢eNS) et la décompaction de
la chromatine par acétylation des histones, peamettinsi I'activation du geneRAIL (voir
figure 25) Des inhibiteurs d’histones déacétylases (HDA@isent également I'expression
de TRAIL dans des leucémies myéloides en préselaastylation des histones (Inoue et al.
2002; Clarke et al. 2004). Enfin, le récepteur dcide rétinoique pourrait induire
directement 'activation du facteur de transcriptioF-1 (= USP =ultraspiracle = analogue
chez la Drosophile de RXR, le récepteur de la Réde-X, chez 'Homme), qui est connu
pour jouer, entre autres, un role dans la difféegimn myéloide et I'apoptose (Szanto et al.
2004).

D’autre part, des facteurs de croissance comme H'Efsl I'IGF-1 pourraient
également induire I'expression de TRAIL par acimatde la PI3-K et de Akt ou bien des
MAPK. En effet, le facteur de transcription APlgégent dans le promoteur ddRAIL,
constitué de c-Fos et c-Jun, est impliqué danédalation de I'apoptose et de la prolifération
cellulaire. Il pourrait étre stimulé par I'EGF, J@s MAPK (Takeuchi et al. 2006). La voie
Akt active ensuite le NkB et inhibe le FKHR (facteur de transcriptiborkhead. Des
mutations PTEN inhibent I'activation de Akt (Wangat. 2002), permettant la fixation du
FKHR a son élément de réponse dans la région pramaakeTRAIL (Modur et al. 2002).

De plus, les cellules infectées par le HIV-1 prgéat une oncoprotéine
extracellulaire, Tat, responsable de 'augmentatd@xpression de TRAIL dans les PBMC
(Yang et al. 2003), dont les macrophages (Zharad. @001; Miura et al. 2003). De la méme
maniere, le virus HTLVHuman T-cell leukemia virhgode pour une oncoprotéine, Tax, qui
stimule I'expression d’ARNm de TRAIL dans des cldtuT, de fagcon dépendante de Nét
NF-kB (Rivera-Walsh et al. 2001yoir figure 25)
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22. Roles physiologiques de TRAIL

22.1. Immunité anti-tumorale

Parmi ses activités physiologiques potentieitesivo, TRAIL peut intervenir dans la
surveillance immune contre les tumeurs (Cretnewle002; Takeda et al. 2002), et en
particulier contre les hémopathies malignes (RMyascardo et al. 2005; Zerafa et al. 2005).

De nombreuses études récentes utilisant des gic@utralisants contre TRAIL ou
des souris TRAIL ont montré que TRAIL pouvait limiter le développemh de tumeurs
expérimentales (Takeda et al. 2001; Takeda et @22 Dans ces modeles murins de
tumeurs, TRAIL était essentiellement exprimé pa tellules NK du foie, qui étaient
responsables de la protection contre l'initiati@nla tumeur et les métastases (Takeda et al.
2001; Cretney et al. 2002; Takeda et al. 2002; $ekl. 2003; Smyth et al. 2003). D’autre
part, les effets anti-métastatiquasvivo de I'lL-12 ou de lt-galactosylcéramiden¢GalCer)
pourraient étre dus, au moins en partie, aux autatiens d'expression d’'IFM-et TRAIL
dans ces souris aprés thérapie (Smyth et al. 2001).

TRAIL pourrait également jouer un roéle dans I'immosarveillance de I'héte contre le

développement de tumeurs primaires (Cretney @08R; Takeda et al. 2002)

22.2. Immunité anti-virale

Les IFN de type | et Il sont connus pour avoir é&ets anti-viraux puissants, et
TRAIL apparait comme un effecteur important dea&svités.

Plusieurs virus induisent I'expression de TRAILdetses récepteurs dans les cellules
infectées (Benedict et al. 2003), ce qui pourreaiiis a éliminer ces cellules par apoptose
autocrine. Cette induction d'expression de TRAILdet ses récepteurs sur les cellules
infectées passe tres souvent par les IFN de tgpd.|

Par exemple, des fibroblastes infectés par le CMmMdin et traités avec de I'lFiX-
augmentent I'expression de TRAIL et de ses réceptde mort. L'IFNy potentialise la
réponse apoptotique dans les cellules infectéemigmentant I'expression de TRAIL sur les
cellules voisines non-infectées et en diminuanufiemément I'expression des récepteurs de
mort, sensibilisant ainsi les cellules infectées lpaCMV a lI'apoptose (Sedger et al. 1999).
L’IFN-a/B3, activé typiquement par une infection virale, pégalement induire I'expression
de TRAIL dans des cellules variées (Fanger et391Kayagaki et al. 1999; Sedger et al.
1999).
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22.3. Homéostasie du systeme immunitaire

TRAIL n’est pas seulement un médiateur de la répomsti-tumorale du systéeme
immunitaire, mais participe aussi a ’homéostasiecdmpartiment lymphoide en suscitant
'apoptose dans les cellules immunitaires qui @mpli leur fonction (Janssen et al. 2005).
TRAIL régule également la survie des mastociytesvo (Berent-Maoz et al. 2006).

Dans la continuité d’un réle régulateur dans I'hostasie du systéme immunitaire,
plusieurs études ont montré que TRAIL inhibait flammation auto-immune dans les
arthrites rhumatoides induites expérimentalemeah@Set al. 2000), les encéphalomyélites
autoimmunes expérimentales (Hilliard et al. 200det@ey et al. 2005), les diabetes de type |
(Mi et al. 2003) et les thyroidites autoimmuneséipentales (Wang et al. 2005).

23. Thérapeutique
23.1. Pourquoi TRAIL est un bon candidat ?

Alors que des tissus normaux expriment Fas, conemedllules épithéliales du célon,
par exemple (Strater and Moller 2000), et peuveérg @étruits par I'apoptose induite par
FasL, la sensibilité a 'apoptose induite par TRAkkmble restreinte aux cellules tumorales.
Une évaluation approfondie de I'expression de DR2RS par plusieurs tissus tumoraux et
normaux a montré une augmentation d’intensité dequame dans plusieurs tumeurs en
comparaison avec le tissu normal environnant (Heal@904). Par ailleurs, I'examen d’'un
panel de tumeurs a récemment montré que les méeneales cancers du poumon, de
l'intestin et du sein exprimaient DR4 et DR5 (Ddsiet al. 2005). Une grande diversité de
tumeurs pourrait donc étre sensible a la thénapi@ RAIL.

En effet, la molécule TRAIL recombinante solubl@uit I'apoptose dans un large
spectre de lignées cancéreuses humaines, dordri@eames du cbélon, du poumon, du sein,
de la prostate, du pancreas, du rein, du systemvewecentral et de la thyroide, aussi bien
gue dans les myélomes multiples, les mélanomesndesoblastomes, les leucémies, les
lymphomes et les ostéosarcomes (Baetu and His@0f; 2Vajant et al. 2002; LeBlanc and
Ashkenazi 2003). De facon similaire, I'administostide TRAIL recombinant soluble a des
souris SCID, qui portent des xénogreffes de tuméursaines dérivées de carcinomes du
cblon et du sein, de myélomes multiples ou de gi®mmalins, exerce une activité anti-
tumorale marquée sans toxicité systemigfkenasan and Ashkenazi 2003). L'absence de

toxicité a également été veérifiée sur des sourdestprimates non humains (Ashkenazi et al.
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1999). Le ligand recombinant TRAIL humain utilis&ié capable d’induire I'apoptose dans
certaines lignées cellulaires murines et exercai gytotoxicité contre des cellules de
primates, indiquant qu’il peut croiser avec uneétard’espéces relativement large. De plus,
des anticorps monoclonaux activant les réceptear§RIAIL DR4 et DR5 ont également
démontré leur activité antitumorale potentielle teeres lignées de cellules tumorales et les
modeles de cancer précliniques (Wajant et al. 206BJanc and Ashkenazi 2003).

Les cellules tumorales présentent donc une gramwkglslité a I'apoptose induite par
TRAIL, tandis que les cellules normales y sontstasites, faisant de ce ligand de mort un
candidat intéressant pour I'établissement d'uneapie anti-tumorale ciblée. Pourtant,
certaines cellules tumorales restent égalemersta@des a cette apoptose. Les mécanismes de
résistance des cellules normales et de certainkdesetumorales a l'apoptose induite par
TRAIL ne sont pas encore tout a fait clairs maigpalurraient passer par l'expression des
récepteurs "leurres” DcR1 et DcR®ir le chapitre "Les récepteurs de TRAIL&t/ou par un
ou plusieurs des inhibiteurs présents aux différestades de la voie de signalisation
apoptotique, tels que c-FLIP (Griffith et al. 1998F membres anti-apoptotiques de la famille
du Bcl-2 ou les IAP (Zhang et al. 2001).

Les ligands des récepteurs de mort sont potentielé utiles pour la thérapie anti-
cancéreuse car, a la difféerence de beaucoup dwmgdmérapeutiques anti-cancéreux
conventionnels, ils peuvent déclencher I'apoptase atllules tumorales indépendamment du
gene suppresseur de tumeur p53, qui est inactive glas de la moitié des cancers humains.
Les ligands des récepteurs de mort pourraient étmecefficaces contre les tumeurs qui ont
acquis une résistance a la chimiothérapie ou liatfatapie. De plus, ils pourraient étre utiles
en combinaison avec les thérapies conventionnebiesre les tumeurs qui conservent au
moins une sensibilité partielle a la chimiothéragid’irradiation.

Le potentiel que possede TRAIL dans cette perspectst particulierement
convaincant. Il a été utilisé en combinaison aescthérapies communément utilisées comme
la chimiothérapie ou l'irradiation. Les radiatioimisantes peuvent sensibiliser des cellules
de cancer du sein, des leucémies, des carcinomedaluet des gliomes a I'apoptose induite
par TRAIL in vitro chez I'hommeet in vivo chez la souris (Chinnaiyan et al. 2000; Gong and
Almasan 2000). Cet effet synergique semble impliquge augmentation d’expression de
DRS5 induite par I'irradiation.

La combinaison de TRAIL avec des chimiothérapeasgaomme la doxorubicine,

I'etoposide ou le cisplatine, entre autres, augenégalement I'apoptose induite par TRAIL
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de facon significative dans une variété de ligresdisilaires tumorales humaing@selley et al.
2001; Naka et al. 2002).

Les mécanismes sous-tendant cette sensibilisafidRAAL varient selon I'agent mais
pourraient impliquer tous les stades de la voies@malisation menant a l'apoptose, de
laugmentation d’expression de DR4 et DR¥ang and El-Deiry 2003pu I'augmentation
d’expression des molécules pro-apoptotiques, dakt Bs caspases ou FAODebatin and
Krammer 2004), a la diminution des molécules aptipotiques telles que FLIP (Kim et al.
2002; Sayers et al. 2003).

23.2. Les essais cliniques en cours

La capacité de TRAIL a induire une apoptose rap@es une large variété de lignées
cellulaires tumorales sans cytotoxicité enversligpart des cellules normales donne I'espoir
d'une application en tant que nouvel agent biologicanti-cancéreux (Almasan and
Ashkenazi 2003).

Nombre d’études ont pourtant posé la question désiatance des cellules normales a
I'apoptose induite par TRAIL, a cause de la togcimarquée dans les hépatocytes humains
(Jo et al. 2000). Une version recombinante du TRIAImain a ainsi été préférée pour une
application clinique. En effet, bien que de nombesucellules tumorales soient sensibles a
cette version de TRAIL optimisée, les hépatocytesmaux y sont résistants. Des études
initiales sur des primates non hominidés montremt cgtte molécule est bien tolérée méme a
de hautes doses (Kelley et al. 2001). Des esgaigu#s de phase 1 de cette préparation de
TRAIL produit par Genentech et Amgen ont réecemneentmencévoir tableau 05)

Pourtant, bien que TRAIL puisse induire l'apoptatsns une variété de cellules
cancéreuses humaines, certaines tumeurs pour&renprotégées par I'expression de hauts
niveaux de DcR. De plus, une étude récente a déénque deanticorps anti-DR4 plutdt que
le TRAIL recombinant devraient étre utilisés poureuapproche thérapeutique rationnelle
dans le traitement des leucémies lymphocytiquebkrBniques (MacFarlane et al. 2005), afin
d’éviter toute toxicité inutile de cellules normslexprimant DR5.

Plusieurs groupes ont donc généré des anticorpscatmraux agonistes contre DR4 et
DR5 (Griffith et al. 1999; Chuntharapai et al. 20G&hikawa et al. 2001) et ont vérifié qu’ils
ne croisaient pas avec les récepteurs murins. @Bsogs ont déclenché avec succés
'apoptose de cellules tumorales vitro et in vivo en utilisant des tumeurs humaines

xénogéniques dans des souris immunodéficientedfiddeité thérapeutique de I'anticorps
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monoclonal agoniste anti-DR5 humain (TRA-8) a égalet été examinée dans un modéle de
xénogreffe murin d’arthrite induite par les cedlsilsynoviales humaines d’arthrite rhumatoide
(Ichikawa et al. 2003). Dans ce modele, I'inductsbapoptose par I'anticorps monoclonal
anti-DR5 humain supprime la prolifération des delusynoviales de I'arthrite rhumatoide, la
destruction du cartilage et I'érosion des os.

Plus récemment, des anticorps agonistes totalehuamanisés contre DR4 et DR5 ont
montré une induction d’apoptose dans des lignébglaiees cancéreuses humaines et des
isolats primairesn vitro, tout comme dans une variété de tumeurs humamestées dans
des souris immunodéficientes (Motoki et al. 200%kd® et al. 2005). Ces anticorps
pourraient offrir un avantage clinique significgtér rapport au ligand car ils sont spécifiques
des DR, ne se lient pas aux DcR et ont une dermawggnentée de facon significativevivo.
Comme c’est le cas pour TRAIL recombinant (rTRAIldes doutes persistent sur leur

toxicité potentielle.

Target Company Agent Clinical stage

TRAIL receptors Human Genome Sciences (Rochkville, Maryland) Agonist monoclonal antibodies for TRAIL receptors Phaze 1 and 2
Sankyo (Tokyo) Agonist monoclonal antibody for TRAIL receptor Preclinical
Novartis (Baszel) Agonist monoclonal antibody for TRAIL receptor Undisclosad

Genentech (5. San Francisco, California) and Amgen Recombinant TRAIL ligand Phasze 1
(Thousand Oaks, California)

Tableau 05.Sélection de compagnies ciblant les récepteursRidTdans le cancer. D'apres (Garber
2005).

Malgré tout, Human Genome Sciencégir tableau 05) en association avec
Cambridge Antibody Technologies, a entamé des ®sdaiiques de phase 2 avec un
anticorps anti-DR4 (HGS-ETR1) et des essais clesqale phase 1 avec un anticorps
monoclonal anti-DR5 (HGS-ETR2). Un deuxieme anpsoranti-DR5 (HGS-TR2J)
développé par Human Genome Sciences en collaboratiec la division pharmaceutique de
la Kirin Brewery Company, est également en essaigtle de phase 1. Jusqu’a aujourd’hui,
aucune toxicité importante n’a été observée, ansen réponse aux doses données durant

ces essais cliniques initiaux (Garber 2005).
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Les PDC ne représentent que 0,5% des celluleslamtes dans le sang humain. A
cause de cette faible fréquence, de la difficuli@rérer ce type de cellules a partir de cellules
CD34', du temps et du colt qu’il faut compter pour leslar, I'établissement d'une lignée
facilite grandement I'étude de ces cellules. Awtatwire, nous avons généré une lignée de
PDC, établie a partir des LPDC. Cette lignée raprtzst la seule lignée de LPDC humaines
au monde a I'époque ou elle a été brevetée (ChapatoPlumas 2002). Dans la mesure ou
les cellules malignes partagent des caractérigighénotypiques et fonctionnelles (Chaperot
et al. 2004)avec leur homologue normal, ces LPDC et la ligndilaire GEN2.2(voir la
présentation de la lignée et l'articler@présentent une source alternative de PDC.

D'une part, les cellules de la lignée GEN2.2 seatémiques, et nous avons cherché a
savoir si elles pouvaient constituer un modele plagr leucémies a PDC, par analyse
comparative avec les prélevements (sang ou mogdleuse envahis) de patients. Nous avons
ainsi utilisé la lignée pour vérifier la sensitgliles LPDC a I'apoptose induite par TRAIL et
avons analysé les molécules impliquées. Cette épalerait ouvrir la perspective de
nouvelles thérapies pour les leucémies a PDC awttishtion d’'une molécule TRAIL
soluble(Article 1).

D'autre part, les cellules de la lignée GEN2.2 @dent des caractéristiques de PDC
normales. Nous avons donc utilisé la lignée poudiét les réponses des PDC aux ligands
des TLR7 et 9, dont leur expression de TRAIL enfama et leur potentielle activité
cytotoxique envers des cellules tumorales ou iBEs;tsensibles a TRAIArticle 2).

Enfin, nous avons cherché a identifier les voiepramées par les différents ligands

de TLR7 et 9 utilisés pour induire I'expressionTdRAIL a la surface des PDQRésultats 3)
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Résultats
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Présentation de la lignée GEN2.2 :

Les PDC leucémiques de notre lignée (Chaperot &mtd® 2002)%o0nt cultivées en
milieu RPMI complémenté de L-glutamine, acides amjnpyruvate de sodium et
gentamycine, sur une sous-couche de cellules skesmaurines (MS-5) adhérentes qui les
nourrissent. Les avantages de cette lignée cebulaimaine résident dans le fait qu'elle
fournit un nombre illimité de PDC fonctionnellesustiardisées, que sa production colte mille
fois moins cher que des PDC normales, en se basaré prix du matériel a utiliser pour
générer ou isoler ces dernieres, qu’elle exprirakele HLA-A0201, le plus répandu dans la
population caucasienne.

Dans la mesure ou les cellules malignes partagentdractéristigues phénotypiques
(voir article 2)et fonctionnelles (Chaperot et al. 20G#)ec leur homologue normal, ces
LPDC et la lignée cellulaire GEN2.2 que nous avalésrite ici présentent un intérét

particulier pour I'étude des fonctions des PDC.
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Article 1 :Les LPDC expriment DR5 et sont sensibles a lagse
TRAIL.

Introduction et objectifs ;. Les cellules dendritiques jouent un rble centralsdi&a
régulation des réponses immunes innée et adaptatgePDC représentent un nouveau type
de DC identifié avec des fonctions spécialiséess danlutte contre les infections virales.
Récemment, nous avons montré que des hémopathikgn@saCD4CD56 étaient des
leucémies issues de PDC, avec une progressiomudinparticulierement agressive. Nous
nous sommes donc demandés si ces PDC malignesig@auétie tuées par TRAIL, un ligand
inducteur de mort qui appartient a une nouvellessda de drogues anticancéreuses

actuellement en développement.

Méthodes : Dans cette étude, nous avons utilisé comme modelgnée de PDC
(GEN2.2) que nous avons recemment développée ia gafPDC leucémiques, ainsi que les

cellules de huit patients atteints de leucémie &PD

Résultats : Nous montrons que, contrairement aux PDC GEN222PRC normales
n'expriment ni DR4 ni DR5. Les PDC GENZ2.2 sont g#as a I'apoptose induite par TRAIL
et peuvent étre tuéas vitro par des cellules NK exprimant TRAIL. Nos résultsiggerent
gue TRAIL se lie au récepteur DR5 exprimé par |eEN@.2 et induit I'apoptose
principalement par les caspases 10, 8 et 3. Denfag@ressante, durant l'infection avec
I'influenza DR5 diminue a la surface des cellules GEN2.2 dgwiennent ainsi résistantes a
I'apoptose induite par TRAIL. De plus, nous avoosfaemeé I'expression de DR5 ou DR4 sur

la moitié des LPDC testées, suggérant la possildtttuer ces cellules par TRAIL.

Conclusion : Ces résultats suggerent que les agonistes de TRHdiesentent une

alternative thérapeutique pour le traitement deBCP
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Objective. Dendritic cells play a central role in regulating the innate and adaptive immune
responses. Plasmacytoid dendritic cells (PDC) represent a newly identified kind of DC with
specialized functions aimed at fighting against viral infections. Recently, we have shown
that CD4*CD56* malignancies were leukemia arising from PDC, with a particularly aggres-
sive clinical course. Hence, we asked whether these malignant PDC could be killed via TRAIL,
a death-inducing ligand that belongs to a new class of anticancer drugs currently under
development.

Materials and Methods. In this study we used a PDC line (GEN2.2) we recently developed
from leukemic PDC as a model.

Results. We show that GEN2.2 PDC are sensitive to TRAIL-induced apoptosis and can be
killed in vitro by TRAIL-expressing NK cells. Our results suggest that TRAIL binds to Death
Receptor 5 (DRS5) expressed by GEN2.2 and induces apoptosis mainly via caspases 10, 8, and
3. Interestingly, during infection with influenza, DRS decreases on GEN2.2 cell surface, which
consequently become resistant to TRAIL-induced apoptosis. Moreover, we confirmed the
expression of DR5S or DR4 on half of LPDC tested, suggesting the possibility to kill these cells
via TRAIL. Hopefully, normal PDC expressed neither DR4 nor DRS.

Conclusion. These results suggest that TRAIL agonists represent a therapeutic alternative for
the treatment of LPDC. © 2006 International Society for Experimental Hematology. Pub-
lished by Elsevier Inc.

Dendritic cells (DC) are key players in regulation of im- their phenotype. Like MDC, PDC are negative for lineage

mune responses. These sentinel cells can capture antigens
in periphery, then migrate to secondary lymphoid organs
and differentiate into mature DC that possess the ability
to stimulate naive T cells [1]. DC exist as distinct subsets
that differ in their ontogeny, surface molecule expression,
and biological function. Two kinds of DC have been de-
scribed, both of them originating from CD34" hematopoi-
etic stem cells. The functions of myeloid dendritic cells
(MDC) have been extensively described, whereas uncer-
tainty remains regarding the functions of the more recently
identified plasmacytoid dendritic cells (PDC) [2]. PDC are
characterized by their plasma cell-like morphology, and by

Offprint requests to: Joél Plumas, Ph.D., Department of Research and
Development, EFS Rhone-Alpes Grenoble, BP35, 38701 La Tronche,
France; E-mail: joel.plumas@efs.sante.fr

markers (CD3, CD14, CD19, CD20, CD56), and positive
for CD4, and HLA-DR, but contrary to MDC, they highly
express CD123 (IL-3Ra), CD45RA, blood DC antigen-2
(BDCA-2), and BDCA-4 [3].

We have recently described a new leukemic entity de-
rived from PDC [4] that share phenotypic and functional
features with their normal counterparts [5,6]. Leukemic
PDC (LPDC) are characterized by their phenotype:
CDh4*, CD56%, CD123%, CD3", CDI13", and CDI9".
Moreover, LPDC overexpress mRNA encoding the lym-
phoid B cell characteristic J chain and immunoglobulin A
and Kk light chains [7]; they express blood DC antigen-2
(BDCA-2) and BDCA-4, and polarize naive T cells toward
Thl or Th2 pathways [5]. The clinical course of this rare
pathology is always aggressive, leading to death within 3
years despite initial response to chemotherapy [8]. In a se-
ries of 23 patients reported in 2002, only 2 allo-transplanted

0301-472X/06 $—see front matter. Copyright © 2006 International Society for Experimental Hematology. Published by Elsevier Inc.
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patients were long survivors [9]. Given this poor outcome,
the need for therapeutic alternative in the treatment of PDC
leukemias has become clear.

Competing companies are currently designing drugs tar-
geting death receptors for treatment of cancer. Interestingly,
these agonists or activating monoclonal antibodies are able
to specifically trigger tumor cell apoptosis [10]. Several li-
gand/receptor pairs have been described, whose interaction
can induce apoptosis including TRAIL (CD253), Fas-L
(CD95L), and their receptors. TRAIL (TNF-related apopto-
sis-inducing ligand) and FasL are transmembrane proteins
expressed on activated effector cells like NK cells [11] or
cytotoxic T lymphocytes (CTL) [12,13]. Whereas some
normal tissues express Fas and can be destroyed by FasL-
mediated apoptosis, the sensitivity to TRAIL-mediated
apoptosis seems restricted to tumor cells. Five TRAIL
receptors have been identified, including four transmem-
brane proteins. Two of them (TRAIL-R1 [DR4/CD261]
and TRAIL-R2 [DR5/CD262]) contain a death domain,
capable of inducing apoptosis. The other two (TRAIL-R3
[DcR1/CD263] and TRAIL-R4 [DcR2/CD264]) lack this
death domain or contain a truncated nonfunctional death
domain and are considered as “decoy” receptors. TRAIL
has been demonstrated to kill a wide variety of tumor cells
expressing Death Receptor (DR)4 and/or DRS with mini-
mal effects on normal cells that express mainly DcR1
and/or DcR2 [14,15]. This remarkable specificity for tumor
cells of TRAIL-induced apoptosis makes it interesting for
the development of new apoptosis drugs. Preclinical studies
performed with HS-ETR1, a fully human monoclonal anti-
body agonistic to DR4, demonstrated antitumor activity in
a variety of human tumor cells, in vitro and in xenograft
models [16,17]. Based on these data, these and other apo-
ptosis-inducing molecules targeting TRAIL receptors are
now in clinical trials in various kinds of cancers [10]. These
new drugs could turn out to be important for the treatment
of leukemic PDC, provided these cells are susceptible to
TRAIL-mediated apoptosis.

Here we show that whereas normal PDC purified from
blood do not express DRS, four out of eight different leuke-
mic PDC express it. Focusing then on the GEN2.2 plasma-
cytoid dendritic cell line we recently described [18], we
find that cells are sensitive to TRAIL-induced apoptosis
and can be killed in vitro by TRAIL-expressing NK cells.
TRAIL binds to DRS5 and induces apoptosis mainly via cas-
pases 8, 10, and 3. These findings could be important on
a clinical point of view, for the treatment of leukemic
PDC with the on-going development of new drugs targeting
TRAIL receptors.

Materials and methods

Cells

LPDC were obtained from invaded peripheral blood or bone mar-
row of eight patients with their informed consent [4,5]. Mononu-
clear cells were cryopreserved. Percentage of tumor cells was

determined by flow cytometry; mononuclear cells from patients
#6, #7, #8, #10, #15, #17, #20, and #21 contained 95%, 95%,
90%, 90%, 95%, 85%, 80%, and 95% tumor cells respectively.

Normal PDC were analyzed in the peripheral blood mononu-
clear cells of healthy volunteers, isolated by density-gradient cen-
trifugation using Lymphocytes separation medium (Eurobio, Les
Ulis, France). NK cells were isolated from peripheral blood mono-
nuclear cells using RosetteSep purification method (StemCell
Technologies Inc, Vancouver, BC, Canada) and activated by a 2-
day culture with IL-15 (10 ng/mL, PeproTech, Rocky Hill, NJ,
USA) and IFN-a (5000 U/mL, PeproTech, London, UK).

GEN?2.2 PDC line [18] was developed from LPDC#7 and cul-
tured on a monolayer of irradiated (60 Gy) MS-5 feeder cells.
Cells were grown in RPMI 1640 Glutamax (Gibco, Glascow,
UK) supplemented with sodium pyruvate, gentamycin, nonessen-
tial amino acids (referred to as complete medium), and 10% fetal
calf serum (FCS, Gibco). Before experiments, cells were har-
vested and cultured at 10° cells/mL in complete 10% FCS
medium, without MS-5 cells in the presence or absence of
influenza virus (137 ng/mL hemagglutinating formaldehyde-inac-
tivated influenza virus strain A/New Caledonia/20/99 IVRI116
(Aventis Pasteur, Val de Reuil, France)). After 24 hours, pheno-
typic and functional analyses were performed.

Antibodies

Surface expression was determined by flow cytometry on a FACS-
can (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA), using specific
antibodies, by direct or indirect labeling. The following mAbs
were from Immunotech (Beckman Coulter, Marseille, France):
PE-conjugated goat anti-mouse IgG (H+L) and irrelevant mouse
monoclonal Ig. Anti-BDCA2 (AC144) was purchased from Milte-
nyi Biotec (Paris, France) and CD123 (9F5) from Pharmingen
(San Diego, CA, USA). Unconjugated anti-DR4 (HS101), DRS
(HS201), DcR1 (HS301), and DcR2 (HS402) were from Alexis
(Lausen, Switzerland).

Normal PDC phenotype was analyzed in peripheral blood
mononuclear cells using a double labeling with an indirect immu-
nofluorescence procedure (as described in [19]). Anti-DR5 mAb
was revealed by PE-conjugated goat anti-mouse IgG (H+L), fur-
ther saturated with irrelevant mouse monoclonal Ig; hence, PDC
were identified with FITC-conjugated BDCA-2 labeling.

Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of activated NK cells was tested against fresh
GEN2.2 cells. Cytotoxicity was evaluated by a standard 4-hour
(°>'Cr) chromium-release assay, as previously described [20]. The
percentage of specific cell lysis was calculated according to the
following formula: % lysis = 100 x (ER-SR)/(MR-SR) where
ER, SR, and MR represent experimental, spontaneous, and
maximum °'Cr release respectively. For inhibition experiments,
azide-free anti-TRAIL (2ES5, Alexis, 5 ng/mL) [18,21] or isotypic
control IgG1 (679.1Mc7, Immunotech, 5 pg/mL) were added to
effector cells 1 hour before addition of target cells. As control,
TRAIL-induced lysis was measured in the same assay by addition
of recombinant human soluble (rhs)Killer TRAIL (1 to 100 ng/
mL, rhsAPO-2L, Alexis).

Apoptosis measurement
GEN2.2 cell (10%/mL) lysis was induced by addition of rhsKiller-
TRAIL (100 ng/mL) for 4 hours, unless specified. The percentage
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of specific apoptosis was calculated according to the following for-
mula: ((control viability — assay viability) / (control viability)) x
100. This calculation allows the elimination of the spontaneous
apoptosis of cells in medium and takes into account early apopto-
sis (AnnV1/PI™ cells) as well as late apoptosis (AnnV/PI™ cells).

The viability of cells in medium alone (control) was always
higher than 80%.

For the inhibition experiments, GEN2.2 cells were incubated at
37°C with blocking antibodies anti-DR4 (HS101) and DR5 (HS201)
(5 pg/mL, Alexis) or caspase inhibitors Z-FA-FMK (negative
control), Z-VAD-FMK (caspase family inhibitor), Z-DEVD-FMK
(caspase-3 inhibitor), Z-IETD-FMK (caspase-8 and granzyme B in-
hibitor), Z-LEHD-FMK (caspase-9 inhibitor), and Z-AEVD-FMK
(caspase-10 inhibitor) (10 uM, Alexis) 30 minutes prior to induction
of apoptosis.

Four techniques were used for measuring apoptosis. 1) Cells
were stained with May-Griinwald Giemsa (Kit Ral 555, Ral, Bor-
deaux, France) after cytocentrifugation and their morphology was
analyzed by microscopic examination. 2) Apoptosis was quanti-
fied by double-staining with FITC-conjugated annexin V (Ann-
V) and propidium iodide (PI) (Apoptest, Immunotech) as
indicated by the supplier. Dead cells appear as PI and/or Ann-V
positives. 3) Apoptosis was determined by 3,3’-dihexyloxacarbo-
cyanine iodide (DioC6(3)) labeling and analyzed by flow cytometry;
only live cells retained DioC6(3). 4) Staining of nuclease-degraded
DNA was performed with TdT-mediated dUTP-biotin nick end
labeling method (TUNEL) kit solutions (Mebstain Apoptosis
Kit Direct Part, Immunotech) according to the manufacturer’s
instructions and cells were analyzed by flow cytometry. Con-
trols were the following: fresh cells and apoptosis-induced cells
treated without terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) en-
zyme (negative controls), and fresh cells treated with DNAse I
followed by TdT treatment (positive control).

Western blot analysis

GEN2.2 cells (10%mL) were incubated for different periods of
time with or without rhsKillerTRAIL; cells were then washed in
phosphate-buffered saline (PBS), lysed in 100 pL of sample
buffer, and heated at 100°C for 5 minutes. Twenty microliters of
the whole-cell extract was loaded onto a 12% SDS-polyacryl-
amide gel. After electrophoresis, proteins were transferred to
a PVDF membrane (BIORAD, Marne la Coquette, France). Non-
specific binding sites were blocked with 5% nonfat milk in PBS-
Tween 20 0.1%. Membranes were then incubated with primary
antibodies: anti-caspase 9, anti-caspase 8 (Immunotech), anti-
caspase 10, anti-actin (Sigma), or anti-caspase 3 (Pharmingen).
Antibody labeling was revealed using goat anti-mouse or anti-
rabbit horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary
antibodies (Dako, Glostrup, Denmark) and was visualized using
enhanced chemiluminescence (ECL, Amersham Life Science,
Les Ulis, France).

Results

DRS5 is expressed on leukemic but not normal PDC

We focused on the sensitivity to TRAIL-mediated apopto-
sis, in order to evaluate whether patients with LPDC could
benefit from a therapy based on TRAIL agonists. We first
asked whether leukemic PDC, normal PDC, and the re-

cently described PDC line GEN2.2 expressed death recep-
tors for TRAIL. We found that normal PDC from blood did
not express the TRAIL receptor 1 (DR4), TRAIL receptor 2
(DRS), TRAIL receptor 3 (DcR1), or TRAIL receptor 4
(DcR2). Conversely, 50% (4/8) of LPDC did express high
levels of DR5 and only few expressed DR4, DcRI1, or
DcR2. The GEN2.2 cells that expressed highly DRS, and
to a lesser extent DR4, but neither DcR1 nor DcR2 (Table
1 and Fig. 1) are in this regard representative of LPDC.
From our previous studies we knew that LPDC were partic-
ularly unable to survive in culture in the absence of cyto-
kines [4], rendering impossible the analysis of their
sensitivity to death-inducing signals. Because they share
the same phenotype as primary LPDC regarding the expres-
sion of TRAIL receptors, the GEN2.2 cells were used as
a model of DR5-positive leukemic PDC.

GEN?2 .2 cell line is sensitive to TRAIL-induced cell death
We then evaluated whether GEN2.2 cells underwent apo-
ptosis upon exposure to soluble recombinant TRAIL mole-
cule. By using PI incorporation to measure cell death, we
found that a 250-ng/mL dose of rhsKillerTRAIL induced
the death of about 85% of the cells after a 24-hour incuba-
tion, with about 30 to 50% of cell death after 4 to 6 hours of
incubation with rhsKillerTRAIL respectively (Fig. 2A). In
the same way, we found that an 18-hour treatment of
GEN2.2 cells with rhsKillerTRAIL induced the death of
about 55 to 85% of the cells, with 25 ng/mL to 500 ng/
mL, respectively (Fig. 2B). With an intermediate dose of
250 ng/mL, 83% of GEN2.2 cells were PI-positive com-
pared to 25% without death inducers (Fig. 2C).

TRAIL-induced GEN2.2 cell death is apoptosis
In order to further characterize the mechanism of TRAIL-
induced GEN2.2 cell death, we examined cell features

Table 1. Leukemic but not normal PDC express DRS

DR4 DR5 DcR1 DcR2
LPDC#6 0 53 0 0
LPDC#7 21 97 1 0
LPDC#8 8 11 2 22
LPDC#10 9 1 0 0
LPDC#15 4 73 1 5
LPDC#17 1 6 0 3
LPDC#20 49 40 12 8
LPDC#21 2 12 6 41
PDC#1 0 0 0 0
PDC#2 0 0 0 0
GEN2.2 14 9% 0 0

Expression of DR4, DRS5, DcR1, and DcR2 (TRAIL receptors) was ana-
lyzed by flow cytometry on normal PDC from six different donors (only
two are shown) by directly labeling PDC in whole blood, on frozen leuke-
mic PDC (LPDC) from eight different patients, and on fresh GEN2.2 cells.
Percentages of positive cells are indicated in the table. The results are rep-
resentative of two experiments for LPDC and of five experiments for
GEN2.2 cells.
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Figure 1. LPDC and GEN2.2 cells express DRS. Expression of DR5 was
analyzed by flow cytometry on leukemic PDC from eight different patients
and on fresh GEN2.2 cells. Histograms are shown only for the four DRS5-
positive samples. Open curves show isotype control, black curves show
specific staining. Percentages of positive cells are indicated in upper right
corner. The results are representative of two experiments for leukemic
PDC and of five experiments for GEN2.2 cells.

that are indicative of apoptosis. The death induced by
rhsKillerTRAIL was characterized by four methods: direct
microscopic observation after MGG coloration, and flow
cytometric analysis after staining with Ann-V/PI, DioC6,
or TUNEL.

Microscopic observation of GEN2.2 cells after a 4-hour
incubation with rhsKillerTRAIL enabled visualization of
the characteristic features of apoptotic cells with condensa-
tion of cytoplasm, and condensation and fragmentation of
nuclei (Fig. 3A). Moreover, 76% of the cells became
Ann-V positives and PI negatives, characteristics of early
apoptosis, while in the absence of rhsKillerTRAIL, 85%
of GEN2.2 cells remained alive (Fig. 3B). Another early in-
tracellular event occurring during apoptosis is the reduction
of the mitochondria transmembrane potential. This can be
assessed with DioC6 labeling, which accumulates in intra-
cellular membranes according to the transmembrane poten-
tial gradient and is lost in apoptotic cells. Upon incubation
with rhsKillerTRAIL, 52% of GEN2.2 cells lost DioC6
labeling, compared to 20% of untreated cells (Fig. 3C).

The extensive degradation of chromosomal DNA is
a later event in apoptosis and can be revealed by using
the TUNEL method. In this method, 3’-OH DNA ends gen-
erated by fragmentation are nick end-labeled with FITC-
dUTP, catalyzed by terminal deoxynucleotidyl transferase.
After an 18-hour incubation with rhsKillerTRAIL, 71% of
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Figure 2. GEN2.2 PDC line is TRAIL sensitive. (A) GEN2.2 cell death
was analyzed by flow cytometry, measured with PI staining, after a 0- to
24-hour incubation with 250 ng/mL rhsKillerTRAIL. The results are ex-
pressed as mean = SD from two experiments. (B) GEN2.2 cell death
was analyzed by flow cytometry, measured with PI staining, after an 18-
hour incubation with 0 to 500 ng/mL rhsKillerTRAIL. The results are ex-
pressed as mean = SD from three experiments. (C) An 18-hour incubation
with 250 ng/mL rhsKillerTRAIL induces GEN2.2 cells death, measured
with PI staining by flow cytometry. Percentages of dead cells are indicated
in upper right corner. The results are representative of three experiments.

TUNEL-positive GEN2.2 cells were detected (Fig. 3D),
compared to 17% in untreated cells. A 4-hour incubation
with rhsKillerTRAIL was not sufficient to detect these later
apoptotic events (data not shown). Taken together, these re-
sults show that TRAIL induces apoptosis in GEN2.2 cells.

TRAIL-induced apoptosis of GEN2.2

cells can be triggered by effector cells

We then wondered whether effector cells could kill GEN2.2
cells. Natural killer cells were chosen as model as they are
known to express functional TRAIL after activation
[22,23]. Indeed, incubation of NK cells for 2 days in culture
with IFN-o and IL-15 induced their expression of TRAIL
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Figure 3. Cell death of PDC line induced by TRAIL is apoptosis. Cells
were incubated or not with rhsKillerTRAIL for 4 or 18 hours. Apoptosis
was then measured by four different methods. (A) Direct microscopic ob-
servation of PDC after MGG coloration (magnification x40). Dying cells
displayed apoptosis characteristic nuclei condensation and fragmentation.
(B) Flow cytometry analysis of Ann-V/PI staining on GEN2.2 cells incu-
bated with or without rhsKillerTRAIL (250 ng/mL). Percentages of cells in
each quadrant are indicated in upper right corner. In presence of TRAIL,
most of the cells became Ann-V positives. The results are representative
of three experiments. (C) DioC6 staining measured by flow cytometry de-
creased on PDC incubated with rhsKillerTRAIL. (D) TUNEL staining
measured by flow cytometry increased on GEN2.2 cells incubated 18 hours
with rhsKillerTRAIL. The results for (C) and (D) are representative of two
experiments.

(data not shown). Cytotoxicity of these activated NK cells
was then evaluated by a (°'Cr) chromium-release assay.
GEN2.2 cell lysis induced by activated NK cells was ratio
dependent, reaching 60% at the 25/1 ratio and 30% at the 5/
1 ratio, equivalent to the lysis triggered with 50 or 100 ng/
mL of soluble TRAIL. Moreover, a major inhibition of this
cytotoxicity was observed with 2E5 anti-TRAIL mAb, con-
firming the involvement of TRAIL in the induction of
GEN2.2 cell death (Fig. 4).

TRAIL-induced apoptosis pathway involves caspases

Next, we studied the role of caspases in TRAIL-induced
GEN2.2 apoptosis. Ligation of TRAIL receptors is known
to lead to activation of initiator caspases-8 and -10 [24].
Following their activation are two main apoptosis path-
ways, which are dependent on the kind of cell and/or death
inducer. The first one is a direct pathway, where initiator
caspases directly activate downstream effector caspases
(like caspase-3). The second one is amplified by cas-
pase-9 in the mitochondria, before terminal activation of
caspase-3 [24]. The involvement of these caspases was
addressed by Western blot analysis. Pro-caspases-10, 8, 3,
and 9 were initially detected in fresh cells (Fig. SA). Cleav-
age of caspase-10 and caspase-8 was detected as early as 30
minutes after induction of apoptosis, whereas activated cas-
pase-3 was detected after one hour. Lastly, 1.5 hours after
TRAIL-induced apoptosis, caspase-9 was cleaved.

Specific inhibitors of caspases were used to further con-
firm the involvement of these caspases in TRAIL-induced
apoptosis. Whereas rhsKillerTRAIL was able to induce
nearly 80% of specific apoptosis in the control experiment
with FMK, only 30% of specific apoptosis was observed in
the presence of the pan-caspase inhibitor Z-VAD-FMK.
Similarly, in the presence of Z-DEVD, Z-AEVD-FMK,
and Z-IETD-FMK, rhsKillerTRAIL induced only 40 to
50% of specific apoptosis (Fig. 5B), confirming the main
involvement of caspases-10, -8, and -3. Conversely, this
apoptosis was less inhibited by Z-LEHD-FMK (65%),
suggesting that caspase-9 played an accessory role in
TRAIL-induced apoptosis of GEN2.2 cells.

Taken together, these results implied that TRAIL-in-
duced apoptosis of GEN2.2 cells followed a caspase-depen-
dent nonmitochondrial pathway with a predominant role of
caspase-10 and -8 as initiator caspases, and caspase-3 as ef-
fector caspase. Further feedback cleavage could occur,
leading to later caspase-9 involvement.

GEN?2 .2 cells undergo TRAIL-induced apoptosis via DR5
To complete the study of TRAIL-induced apoptosis path-
way in GEN2.2 cells, we examined which of the two func-
tional TRAIL receptors, expressed in GEN2.2 cells, was
involved. Treatment of GEN2.2 cells with an inhibitory
anti-DRS5 mAb abolished more than 45% of this apoptosis,
compared to the IgG1 control, whereas anti-DR4 mAb led
to a 10% inhibition, suggesting that rhsKillerTRAIL activ-
ity was mainly mediated by DRS. The two inhibitors were
shown to have an additive effect as a 56% inhibition was
reached when both of them were used (Fig. 6A).

Because TRAIL is a death-inducing molecule upregu-
lated upon activation on innate effector cells [11], we asked
whether in certain conditions GEN2.2 cells could modify
their DRS expression to escape TRAIL-mediated cell death.
Indeed, during their activation, effector cells may express
TRAIL, and hence could be deleterious for nearby cells
expressing DR5. We evaluated the modulation of DRS5
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expression on activated GEN2.2 cells. A clear reduction of
DRS expression was observed after a 24-hour coculture
with inactivated influenza virus (47% of positive cells), in
comparison with medium alone (97% of positive cells)
(Fig. 6B). As survival is sustained by incubation with virus
we decided to experiment the same coculture with LPDC
that expressed DRS. As it was observed on GEN2.2 cells,
these LPDC lost DR5 expression upon contact with influ-
enza virus (Fig. 6C). Returning then to GEN2.2 cells, we
found that this loss of DRS5 induced their resistance to
TRAIL-induced apoptosis (Fig. 6D).

Discussion

DC are potent antigen-presenting cells that initiate T cell—
dependent immune responses [1,25-27]. Two distinct
subtypes of DC have been described, MDC and PDC, and
compelling evidence suggests that they complement each
other in the recognition of pathogens and initiation of
immune responses [1,28,29]. Both subtypes of DC are
able to activate specific CD8" cytotoxic T lymphocytes
[30,31]. Whereas neoplasms of phagocytes and myeloid
dendritic cells are quite well defined in term of phenotype
and biology [32], tumors arising from plasmacytoid den-
dritic cells have only recently been identified. The clinical
course of these rare leukemias is particularly aggressive,
leading to death within 3 years, despite an initial response
to chemotherapy [8,9]. With the aim to propose therapeutic
alternative for these PDC leukemias, we asked whether
malignant PDC were sensitive to TRAIL-mediated apopto-
sis. Indeed, it is currently admitted that DR4 and DRS5, two
death-inducing receptors for TRAIL, are upregulated on tu-
mor cells during oncogenic process, whereas they are not
found on normal cells [33,34]. We first described the
expression of DR5 on 50% of the LPDC analyzed, as

well as on the PDC line GEN2.2, which we recently devel-
oped from leukemic PDC, but not on normal PDC. Interest-
ingly, in most of the cases, LPDC expressed neither DcR1
nor DcR2, contrary to acute myeloid leukemia cells, which
were reported to frequently express these decoy receptors
[35]. We further went on describing the features of
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Figure 6. GEN2.2 cells undergo TRAIL-induced apoptosis via DRS. (A)
Cells were preincubated with inhibitors (5 pg/mL) for 30 minutes and then
apoptosis was induced by adding rhsKillerTRAIL for 4 hours and analyzed
by Ann-V/PI staining. The results show mean * SD from two experiments.
(B) After a 24-hour coculture with or without influenza virus, DRS expres-
sion was analyzed by flow cytometry on GEN2.2 cells. Open curves show
isotype control, black curves show specific staining. Percentages of posi-
tive cells are indicated in upper right corner. The results are representative
of three experiments. (C) After a 24-hour coculture with or without influ-
enza virus, DR5 expression was analyzed by flow cytometry on the LPDC
that were initially DR5". (D) After a 24-hour coculture with or without in-
fluenza virus, TRAIL-induced apoptosis were analyzed by flow cytometry
on GEN2.2 cells. The results show mean * SD from three experiments.

TRAIL-mediated apoptosis of LPDC on this cell line, be-
cause of the poor survival of LPDC in vitro in the absence
of cytokines [4].

We found that immature GEN2.2 cells were especially
sensitive to TRAIL-mediated cell death. The apoptosis in-
duced was very rapid and efficient, since a 4-hour incuba-
tion with soluble TRAIL leads to apoptosis of more than
80% of the cells, as evidenced by Ann-V staining. As a mat-
ter of comparison, to obtain such an apoptosis of the
TRAIL-sensitive Jurkat cell line, a 18-hour incubation
with higher doses of TRAIL was necessary (personal re-
sults and [36]). This cell death was clearly apoptotic, since
besides Ann-V staining revealing the exposure of phospha-
tidylserine, we also detected the loss of transmembrane mi-
tochondrial potential (with DiOC6), the cleavage of DNA
(with TUNEL), and the morphological features of apoptotic
nuclei.

During TRAIL-mediated apoptosis, the earlier biochem-
ical event detected is the formation of the death-inducing
signaling complex (DISC) [37]. Cross-linking of death re-
ceptors results in the recruitment of FADD and caspases.
Regarding TRAIL, two caspases can be recruited to the
DISC: caspase-8 and -10. Whereas caspase-8 is clearly
involved in the initiation of apoptotic cascade, the role of
caspase-10 is less clear [36,38—40]. Our results show that
caspase-10 and caspase-8 are early cleaved in GEN2.2 cells
during TRAIL-induced apoptosis. Moreover, the caspase
inhibition results also underline the predominant role of
these two caspases, suggesting the recruitment of both cas-
pase-10 and -8 to the DISC. Regarding downstream events,
our results show a lower inhibition of TRAIL-mediated ap-
optosis with caspase-9 as compared to caspase-3 inhibitor,
suggesting the direct activation of effector caspase-3 by
proximal caspases rather than by the apoptotic mitochon-
drial cascade involving caspase-9. Hence, TRAIL-mediated
apoptosis of GEN2.2 cell line seems to involve a direct cas-
pase pathway, identifying these cells as type I cells in the
model of CD95-induced apoptosis [41].

GEN2.2 cells express high levels of DRS5 and moderate
levels of DR4, and inhibition experiments show that mainly
DRS5 is involved in TRAIL-mediated apoptosis of these
cells. Moreover, we observed a downregulation of DRS5
on GEN2.2 cells upon contact with influenza virus, that
led to their resistance to TRAIL-mediated apoptosis. Inter-
estingly, we showed that the DR5™" leukemic PDC studied
lost DR5 expression in the same way after contact with in-
fluenza virus, suggesting that DRS expression shares the
same regulatory pathway on LPDC and GEN2.2 cells. Con-
versely, normal PDC expressed neither DR5 nor DR4 even
after activation with influenza virus or with IL3+sCD40L
(data not shown). The selective expression of death recep-
tors on LPDC suggested that these cells could represent tar-
gets for TRAIL-expressing effector cells. Interestingly, we
show that activated natural killer cells killed GEN2.2 cells,
and this apoptosis was partly due to TRAIL, as evidenced
by the inhibition experiment. Because it was necessary to
activate effector cells in order that this cytotoxicity might
occur, such a killing should not take place spontaneously
in vivo. However, it could be appropriate to envisage the
use of TRAIL agonists as a therapeutic alternative for the
treatment of leukemic PDC. Indeed, the apoptosis-inducing
new drugs targeting DR4 or DRS that are currently under
development for treatment of various kind of cancers
should be able to kill DR5™ leukemic PDC. Interestingly,
the absence of death receptors to TRAIL on normal
PDC should guarantee the safety of such a treatment for
these cells.
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Résultats complémentaires et discussion
1. Les PDC normales n'expriment pas DR5 a leuasarmalgré leur

stimulation par plusieurs conditions d'activatiphgsiologiques

Deux récepteurs de TRAIL sont connus pour induapdptose aprés fixation du
ligand : DR4 et DR5. L’article Inontre que DR5 est le récepteur le plus abondamment
exprimé a la surface des cellules de la lignée GENut comme a la surface de la plupart
des autres PDC leucémiques testées. Ce réceptsirpds exprimé a la surface des PDC
normales du sang périphérique, qui restent dorengibles a I'apoptose induite par TRAIL.

Nous nous sommes préoccupés de cette absenceedsrprde DR5 par les PDC
normales et nous sommes demandés si ces cellaientétapables d'exprimer DR5 aprés
stimulation par certains signaux, lorsqu'ellesrsevent dans différents organes ou bien au
cours de leur circulation dans le sang. Nous adoms testé différents cocktails de cytokines
reproduisant les grands types d'activations phygiques : [1 (IFN-y + IL-2), T42 (IL-1 +
IL-5 + IL-10), inflammation (TNFa + IL-6 + IL-1), médullaire (SCF + FIt3-L + IL-7 H.-
15), DC (IL-3 + GM-CSF + SDF4) et IFN-0. Aucun des cocktails utilisés n'a permis
d'observer une expression de DR5 a la surface D€srdrmales du sang périphérique (en
cytométrie de flux). On pourrait donc raisonnablameonclure que ces PDC normales ne
seraient pas tuées de la méme maniére que les AREMiIques lors d'un traitement anti-
tumoral a l'aide d'un TRAIL soluble. Il n'est cedant pas exclu que, dans certaines

conditions qui restent a déterminer, ces PDC nasnaliissent exprimer DR5.

2. L'expression de DR5 sur les cellules GEN2.2 madiureprésenter

une caractéristique de cellule effectrice pluté gumorale

L'absence de DR5 a la surface des PDC normalesgitonous faire penser que les
PDC de la lignée GEN2.2 I'expriment simplement dit fle leur caractere tumoral. Pour
vérifier cette hypothese, nous avons comparé ksgion de DR5 a la surface des GEN2.2 et
sa diminution apres incubation avec le virus ddllienzaavec un autre type de cellules
dendritiques normales, des moDC, et avec un aype de cellules tumorales, la lignée de
carcinome pulmonaire A549. Nous avons ainsi trogwé DR5 était présent au repos a la
surface des cellules A549, mais également a laseides moDC normalésoir figure R1)
Par ailleurs, contrairement aux cellules de lad@gm549, les moDC normales perdent

I'expression de DR5 aprés incubation avec le vioug, comme les PDC GEN2(Roir figure
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R1). Ces résultats montrent que les cellules de la milieu virus

).
b

P
VAN
DRS 2

Figure R1. Expression de DR5 (auquel est
ajouté un anticorps seconda®at anti Mouse
couplé au PE) sur les cellules de la lignée
GEN2.2, les moDC et les cellules de la lignée
A549 aprés 24h d'incubation avec ou sans virus
de linfluenza(137 ng/mL d'hémaglutinine).

100

Counts

lignée GEN2.2 se comportent comme deE‘ENZZ
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cellules tumorales, du point de vue de DR5.

Comme évoqué précédemment, I'expression danoDC
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DRS5 pourrait s’envisager sur des PDC normales

dans des conditions particuliéres. AS49
J1
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3. Malgré leur expression de DR5, les moDC au raspos résistantes
a I'apoptose induite par TRAIL
En accord avec son profil d’expression de DR5,igadle GEN2.2 est sensible a
'apoptose induite par TRAIL dés
%o d'apoptose spécifique induite par TRATL ah dincubation alors que les

moDC restent résistantes, méme

" 18h : 18h d’incubati [
moDC 0 1 apres incu 'aIOI’] (voir
GEN2Z2.2 71 100 tableau R1)L’expression de DR5

s __ne suffit pas forcément a rendre
Tableau R1. Sensibilité des moDC et des cellules de la lignée

GEN2.2 au repos a I'apoptose induite paKitisr TRAIL™ 100 ces cellules sensibles a I'apoptose
ng/mL en 4h et 18h. L'apoptose a été mesurée pagjuage )
Annexine-V / IP au cytométre et les résultats seqrimés en induite par TRAIL. En effet, la
ourcentage d’'apoptose spécifique. L yers .
P J Pop pecii compétition pour la liaison de
TRAIL engendrée par la présencedizoyrécepteurs en surface ou bien des mécanismes de
résistance tels que FLIP intervenant en aval daison peuvent expliquer le fait que les
cellules normales ne sont généralement pas sessiblapoptose induite par TRAIL, malgré
'expression de récepteurs fonctionnels en surfeeequi n’est pas le cas des cellules de la

lignée GEN2.2.
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4. L'IFN-a, tout comme le virus denfluenza induit une diminution
d'expression de DR5 a la surface des GEN2.2 et mubdQales

Nous avons montré que l'expression de DR5 parelddes de la lignée GEN2.2 et les

moDC normales était diminuée apres incubation d&edrus de Influenza L'IFN-a étant

considéré comme un agery .
Expression de DRS surles: moDC |GEN2.2
intervenant dans la lutte
JO + +
anti-virale, nous avons milieu 24h + +
également testé son actio virus 24h - -
sur les cellules GEN2.2 e IFN-alpha 24h - .

les moDC et montré qu'unt Tableau R2.Expression de DR5 sur des moDC et les cellules GEN2
. . h avant ou aprés activation de 24h par le vinftluenza (137 ng/mL
incubation de 24 ave d'hémaglutinine) ou I'lFN¢ (5000 U/mL), mesurée en cytométrie de

I'IFN-a avait le méme effet 14

gue le virugvoir tableau R2)Ces résultats pourraient suggérer l'implicatier'dFN-a dans

la diminution d'expression de DR5 par les GEN2@uite apres contact avec le virus de
l'influenza Le virus pourrait induire la sécrétion d’'IFiN-par les GEN2.2, cette cytokine

ayant ensuite une action autocrine en induisamlifanution d’expression de DR5 par les
cellules. Ainsi, I'lFNe pourrait jouer un role dans la protection desutedl contre I'apoptose

au cours des infections virales.

5. Des ligands des TLR7 et 9 induisent aussi lairdition
d'expression de DR5 et la résistance des GENZdpaptose induite
par TRAIL

Outre le virus de ihfluenzaet I'lFN-a, plusieurs ligands des TLR7 (comme le R848)
et 9 (comme les CpG ODN) induisent la diminutioexgression de DR5 a la surface des
cellules de la lignée GEN2.@oir figure R2) La sensibilité de ces cellules a I'apoptose

induite par TRAIL est également diminuée en consage(voir figure R2)
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Figure R2. Expression de DR5 et apoptose spécifique des GENPRr2pos ou exposées pendant 24h a divers
agents : virusnfluenza(137 ng/mL d'hémaglutinine), R848 (1ug/mL), CpG @pG 2336 ; 12,5ug/mL) ou
CpG B (CpG 2006 ; 12,5ug/mL). L'expression de DR représentée par les moyennes de fluorescence
(MFI) mesurées au cytométre en flux. La sensibilités cellules GEN2.2 a l'apoptose induite par
rhKillerTRAIL™ (100ng/mL) pendant 4h aprés incubation ales agents a été mesurée par marquage
Annexine-V / IP au cytometre et les résultats sxprimés en pourcentage d’apoptose spécifique.

Conclusion

Nous avons donc montré que les PDC leucémiques GERBient sensibles a
'apoptose induite par TRAIL et que ce meécanismespd par le récepteur DR5 et les
caspases 8, 10 et 3. Les GEN2.2 pouvant étre é@éssl comme un modéle de LPDC dans
ce cadre, l'utilisation d'agonistes de TRAIL capzblde se lier au DR5 pourrait étre
envisagée comme étant une thérapie efficace ctagrieucémies a PDC ; d'autant plus que
les PDC normales ne seraient pas tuées, ne posgadde récepteur DR5 a leur surface et ne
semblant pas augmenter son expression, quellesajemt les conditions. Par ailleurs, nous
avons montré que I'expression de DR5 diminuait suldace des GEN2.2 en présence d’IFN-
a, tout comme avec le virusfluenza Le virus étant connu pour induire la productian d
grandes quantités d’'IFN de type | par les PDC, aurqait envisager une action du virus sur

la diminution d’expression de DR5 par les cellydas I'intermédiaire de I'lFN de type I.
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Article 2 : Les PDC activées expriment TRAIL et deviennentuses.

Introduction et objectifs : Parmi les cellules dendritiques, les PDC représ¢ntee
lignée fonctionnellement distincte. En ce qui caned’immunité innée, les PDC sécrétent de
grandes quantités d’'IFN de type | aprés expositimale ou stimulation par des produits
microbiens comme les ODN CpG grace a leur expressitective de TLR7 et TLR9. Nous
nous sommes demandés si elles pouvaient acquérifotetions cytotoxiques durant les
phases précoces de I'infection ou aprés activai@t les agonistes des TLR7 ou TLR9.

Méthodes : Dans cette étude, nous utilisons une lignée de Rpgelée GEN2.2
dérivée de PDC leucémiques, qui partage la plugest caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles avec les PDC normales. Nous utiiségalement des PDC primaires, isolées

du sang périphérique.

Résultats et Discussion :Nous montrons que apres contact avec le virus de
I'influenza les GEN2.2, tout comme les PDC normales, acquieF®AIL et une activité
tueuse contre des cellules cibles sensibles a TRB& plus, nous montrons que I'activation
des cellules GEN2.2 par des ODN CpG ou R848 irefiatement TRAIL et donne a ces PDC
la capacité de tuer des cellules de mélanome. IB&S Pourraient donc représenter une
composante majeure de I'immunité innée qui poumpaiticiper a I'élimination des cellules
infectées et tumorales. Ce phénomene pourraitidpertant pour I'efficacité des agonistes
de TLR7 ou TLR9 dans la thérapie des maladies fiefeges et du cancer.

Par ailleurs, nous avons commencé a explorer leamsmes permettant l'induction
d'expression de TRAIL a la surface des PDC palidasds des TLR7 et 9. Nous avons ainsi
découvert que le virus denfluenzautilisait certainement une boucle de rétroactiosifve
impliquant I'lFN-a pour induire I'expression de TRAIL a la surface 8C. Le CpG de type
A pourrait agir de la méme maniére, mais la quasteste posée en ce qui concerne le CpG
de type B et R848, qui, bien qu'inducteurs d'exgioes de TRAIL, sont incapables de

provoquer une sécrétion d'IFiNpar les PDC.
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Virus or TLR Agonists Induce TRAIL-Mediated Cytotoxic
Activity of Plasmacytoid Dendritic Cells’

Laurence Chaperot,>* Ariane Blum,”> Olivier Manches, Gabrielle Lui, Juliette Angel,
Jean-Paul Molens, and Joél Plumas

Among dendritic cells, plasmacytoid dendritic cells (PDC) represent a functionally distinct lineage. Regarding innate immunity,
PDC secrete large amounts of type I IFN upon viral exposure or stimulation by microbial products such as unmethylated
CpG-motif containing oligo-DNA due to their selective expression of TLR7 and TLR9. We asked whether they could acquire
cytotoxic functions during the early phases of infection or after activation with TLR7 or TLRY agonists. In the present study, we
describe a human PDC cell line called GEN2.2, derived from leukemic PDC, that shares most of the phenotypic and functional
features of normal PDC. We show that after contact with the influenza virus, GEN2.2, as well as normal PDC, acquires TRAIL
and killer activity against TRAIL-sensitive target cells. Moreover, we show that activation of GEN2.2 cells by CpG-motif con-
taining oligo-DNA or R848 also induces TRAIL and endows them with the ability to kill melanoma cells. Therefore, PDC may
represent a major component of innate immunity that could participate to the clearance of infected cells and tumor cells. This

phenomenon could be relevant for the efficacy of TLR7 or TLR9 agonists in the therapy of infectious disease and cancer. The

Journal of Immunology, 2006, 176: 248 -255.

nate and adaptive immunity during microbial infection (1).

PDC found as precursors in blood are the natural IFN-
producing cells; they are also located in the T cell zone of lym-
phoid tissue, in tonsils, and in the thymus. Under pathological
conditions, they infiltrate cutaneous lesions of lupus erythematosus
(2) or mucosa during allergy (3) or infection (4). Regarding human
cancers, PDC have been found associated with melanoma (5, 6),
head and neck carcinoma (7), ovarian carcinoma (8), and breast
cancer (9), but little is known about their role in tumor biology. In
response to the virus, PDC secrete inflammatory cytokines and
high levels of type I IFN (IFN-«f) (10, 11), which regulates a
diverse set of cytokines and their receptors, and directly inhibits
the intracellular-viral life cycle. Regarding adaptive immune re-
sponses, type I IFN activates dendritic cell (DC) maturation (12),
allows their licensing for cross-priming (13), and favors the prim-
ing of CD4™ T cells toward the Thl pathway (14).

PDC express TLR7 and TLR9 (15, 16), both triggering type |
IFN production (17, 18). Antitumor activity of CpG-motif con-
taining oligo-DNA (CpG ODN) (19-22) (TLR9 agonist) and of
imiquimod (23, 24) (TLR7 agonist) has been demonstrated in dif-

P lasmacytoid dendritic cells (PDC)* are thought to link in-
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ferent murine tumor models. In man, topical treatment with imi-
quimod is used for enhancing immune response to treat external
genital warts, diseases caused by papillomavirus, as well as basal
cell carcinoma (25). It may also induce the regression of melanoma
lesions (26, 27). The mechanisms responsible for antitumor or an-
tiviral effects of these immune modifiers are poorly understood but
might involve the recruitment and activation of PDC. Indeed, in a
murine model of melanoma, the antitumor effect of imiquimod
could be mediated in part by the recruitment of PDC to the treated
skin (28).

By producing large amounts of type I IFN, PDC could also be
important in stimulating the host innate immune response. Indeed,
IFN-af3 has been described in particular to orchestrate the elimi-
nation of infected cells and tumor cells by inducing TRAIL ex-
pression on NK cells (29) and T lymphocytes (30). In the present
study, we asked whether activated PDC could play a direct role in
the clearance of infected cells or tumor cells by acquiring killer
functions via TRAIL expression, hence becoming cytotoxic effec-
tor cells.

Because of the low frequency of PDC in human blood, we tried
and succeeded to generate a PDC line established from the new
leukemic entity derived from PDC that we described recently (31).
Leukemic PDC (LPDC) are characterized by their phenotype:
CD4*,CD56", CD123",CD3™, CD13 7, and CD19 . Clinically,
this aggressive pathology presents extranodal and skin lesions and
frequently progresses to leukemia (32). Moreover, LPDC overex-
press mRNA encoding the lymphoid B cell characteristic J chain
and Ig A and k light chains (33); they express BDCA-2 and
BDCA-4 and polarize naive T cells toward Thl or Th2 pathways
(34). Because malignant cells share phenotypic and functional fea-
tures with their normal counterpart, these LPDC and the GEN2.2
cell line we describe here are of particular interest to study PDC
functions.

In the present study, we show that activation by microbial prod-
ucts turns GEN2.2 and normal PDC into powerful killer cells
against TRAIL-sensitive target cells. After contact with the influ-
enza virus, CpG ODN, or R848, PDC express TRAIL and become

0022-1767/05/$02.00
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able to kill infected and tumor target cells. Induction of TRAIL on
GEN2.2 by the virus is regulated by an autocrine IFN-af3 loop.
Therefore, PDC may represent in vivo a major component of in-
nate immunity participating in the early clearance of TRAIL-sen-
sitive infected cells and tumor cells.

Materials and Methods
Cells

Malignant LPDC were obtained from invaded peripheral blood of one pa-
tient, previously described as GEN, LPDC#7 (31, 34). Mononuclear cells
were cryopreserved and they contained >98% tumor cells, as determined
by flow cytometry.

Normal PDC were isolated from PBMC with a BDCA-4 cell isolation
kit (Miltenyi Biotec). Their purity, checked with anti BDCA-2 and CD123
mAbs, was >90%.

The murine stromal cell line MS-5 (provided by R. Berthier, Commis-
sariat a I’Energie Atomique, Grenoble, France), A549 lung carcinoma (a
gift from J.-L. Coll, INSERM U578, Grenoble, France), and Mel (a gift
from M.-J. Richard, Unité Mixte de Thérapie Cellulaire et Tissulaire,
Grenoble, France) were grown in RPMI 1640 Glutamax (Invitrogen Life
Technologies) supplemented with sodium pyruvate, gentamicin, nonessen-
tial amino acids (referred to as complete medium), and 10% FCS (Invitro-
gen Life Technologies) and passaged weekly.

Myeloid DC (MoDC) were generated from blood monocytes and puri-
fied from fresh blood by the Rosette Sep isolation kit (StemCell Technol-
ogies) by a 6-day culture in complete medium and 10% of decomple-
mented FCS added to 500 U/ml GM-CSF (Leucomax) and 10 ng/ml IL-4
(PeproTech). At the end of the culture, these DC (MoDC) were 100%
CDla*, CD14", and CD83".

Establishment of long-term LPDC culture

The MS-5 cell line was chosen as feeder for its ability to allow the pro-
liferation of human progenitor cells (35). Five million LPDC from patient
GEN were seeded in a flask (25 cm?) precoated with confluent irradiated
(60 Gy) MS-5. During the first 5 wk of the culture, Flt3-L (50 ng/ml) and
stem cell factor (10 ng/ml) were added to complete 10% FCS medium, and
the cells were counted and diluted weekly. At this stage of the culture, a
sustained proliferation was observed, and then, over 4 wk, 0.6 million
tumor cells were transferred with 1 million irradiated MS-5 every week to
a new flask (25 cm?) in 6 ml of fresh medium with cytokines. The cell line
established was called GEN2. We then stopped stem cell factor and Flt3-L,
and the cell line went on proliferating on the MS-5 feeder cell line. This
cell line was called GEN2.2 and was maintained in culture during >5 mo.

Abs, flow cytometry, and microscopy

Immunophenotype was analyzed by flow cytometry on a FACScan (BD
Biosciences), using direct or indirect labeling. The following mAbs were
obtained from Immunotech: CD1a (BL6), CDl1c (L161), CD3 (UCHT-1),
CD4 (13B8.2), CD7 (M-T701), CD8 (B9.11), CDllc (BU15), CD14
(RMO52), CD16 (3G8), CD19 (J1.119), CD40 (mAb89), CD45RA (J33),
CD56 (N901), CD62L (DREG56), CD64 (22), CD80 (MAB104), CD83
(HB15a), CD86 (HA5-2B7), anti-HLA ABC (B9.12.1), and HLA DR
(B8.12.2). Anti-BDCA2 (AC144) and BDCA4 (AD5-17F6) were pur-
chased from Miltenyi Biotec, CD123 (9F5) and CLA (HECA-452) were
purchased from BD Pharmingen, and CD13 (WM-47) and CD33 (WM-54)
were purchased from DakoCytomation. Unconjugated anti-TRAIL (2ES5)
was obtained from Alexis, and PE-conjugated anti-TRAIL (RIK-2) was
obtained from eBioscience. Anti-IFN-yR was purchased from Genzyme,
and anti-IFN-aBR (MMHAR-2) and blocking polyclonal anti-IFN-« and
anti-IFN-f were purchased from PBL Laboratories. Cytospins of cell sus-
pensions were stained with May-Griinwald Giemsa (Kit Ral 555; Ral) for
microscopic examination.

RT-PCR

Total RNAs isolated from GEN, GEN2.2, MoDC, and MS-5 cells using
RNeasy kit (Qiagen) were converted to cDNA by standard methods using
reverse transcriptase (Roche) and dNTP (Roche). These cDNA were am-
plified with specific primers (pre-Ta, A like, SpiB, and actine) as described
previously (36). Primers used for TLR were as follows: human (h)TLR6,
forward, 5'-CCC TCA ACC ACA TAG AAA CG-3', and reverse, 5'-GAG
ATA TTC CAC AGG TTT GG-3’; hTLR7, forward, 5'-TTA CCT GGA
TGG AAA CCA GCT ACT-3’, and reverse, 5'-TCA AGG CTG AGA
AGC TGT AAG CTA-3'; hTLRS, forward, 5'-AAC TTT CTA TGA TGC
TTA CAT TTC TTA TGA C-3’, and reverse, 5'-GGT GGT AGC GCA
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GCT CAT TT-3'; hTLRY, forward, 5'-TGA AGA CTT CAG GCC CAA
CTG-3’, and reverse, 5'-TGC ACG GTC ACC AGG TTG T-3’; and
hTLR10, forward, 5'-TTT GAT CTG CCC TGG TAT CTC A-3', and
reverse, 5'-AGT TGT TCT TGG GTT GTT TTC CTA AC-3'. After am-
plification, PCR products were separated by electrophoresis on agarose gel
containing ethidium bromide and visualized by UV light illumination.

Activation/differentiation of GEN2.2 cells

Cells were cultured at 10° cells/ml in complete 10% FCS medium, without
MS-5 cells. Initially, two culture conditions were analyzed: 1) “virus” by
stimulation with 137 ng/ml hemagglutinating formaldehyde-inactivated in-
fluenza virus strain A/New Caledonia/20/99 IVR116 (Aventis Pasteur);
and 2) “IL-3+CD40L” by addition of IL-3 (10 ng/ml; PeproTech), in the
presence of soluble human rCD40L (soluble (s)CD40L; Alexis). After 24
or 48 h, phenotypic and functional analyses were performed. Culture su-
pernatants were cryopreserved for cytokine measurements. These superna-
tants were tested for IFN-a2 content by ELISA (Immunotech) and for
IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, and TNF-a by Cytometric Bead
Array kit (BD Biosciences).

Naive T lymphocyte activation and polarization

Proliferation of naive T lymphocytes was evaluated in response to GEN2.2
cells precultured 24 h in medium, virus, or IL-3+sCD40L.
CD4"CD45RA™ lymphocytes were isolated from cord blood by negative
immunomagnetic depletion (StemCell Technologies), resulting in >97%
purity. Mixed lymphocyte cultures were conducted in quadruplicate in
200-p1 96-well flat-bottom plates (Falcon) by mixing 25 X 10° responding
purified CD4"CD45RA™ cells and 5-25 X 10? irradiated (30 Gy) GEN2.2
cells. Six-day cultures were performed in complete medium supplemented
with 15% heat inactivated human AB serum. A total of 37 X 10° Bq of
[*H]thymidine was added to each well and harvested 18 h later.

To evaluate T lymphocyte polarization, 1 X 10* irradiated GEN2.2 cells
were cocultured with 5 X 10* CD4*CD45RA™ cord blood T cells during
6 days. The supernatant were then tested for their IL-2, IL-4, IL-5, IL-10,
IFN-v, and TNF-« contents by flow cytometry (CBA kit; BD Biosciences).

TRAIL detection

GEN2.2 cells were cultured for 4-24 h in the presence of inactivated in-
fluenza virus (as previously described), then cells were harvested and an-
alyzed for TRAIL expression either by flow cytometry (2E5 anti-TRAIL
mAb detected with PE-conjugated goat anti-mouse mAb) or by Western
blot on protein extract. Briefly, cells (10°), infected or not, were washed in
PBS, lysed in 100 ul of sample buffer and heated at 100°C for 5 min.
Twenty microliters of the whole extract was loaded onto a 12% SDS-
polyacrylamide gel. After electrophoresis, proteins were transferred to a
polyvinylidene difluoride membrane (Bio-Rad). After blocking nonspecific
binding sites with 5% nonfat milk in PBS-Tween 20 0.1%, the membranes
were incubated with primary Abs: anti-TRAIL (2ES5) and anti-actin (Sig-
ma-Aldrich). Ab labeling was revealed using goat anti-mouse or anti-rabbit
HRP conjugated secondary Abs (DakoCytomation) and was visualized us-
ing ECL (Amersham Biosciences).

TRAIL expression was also analyzed after activation of GEN2.2 by
TLR ligands. Cells were cultured for 24 h (10%ml) in the presence of the
virus, CpG ODN 2336 (12.5 pg/ml TLRY ligand; Coley Pharmaceuticals),
or R848 (1 pg/ml TLR7/8 ligand; InvivoGen) and were analyzed for
TRAIL expression. These concentrations were set up in preliminary dose-
response experiments (data not shown). To evaluate TRAIL expression on
purified normal PDC, the PE-conjugated anti-TRAIL mAb (RIK-2)
was used.

In some experiments, IFN-a (50,000 U/ml; PeproTech), IFN-f (200,000
U/ml), IFN-v (10 ng/ml; Boehringer Ingelheim), or blocking anti-IFN-«
(50,000 U/ml) and anti-IFN-B (25,000 U/ml) were added.

Cytotoxicity assays

Cytotoxicity was evaluated by a >'Cr release assay, as described previously
(37-39). Because loss of membrane integrity is a late event during apo-
ptosis, a 20-h incubation was necessary to detect this kind of cell death;
death induced by soluble TRAIL was used to design this assay. The cy-
totoxicity of GEN2.2 cells or isolated normal PDC, either fresh or virus-
activated (18 h before the test), was tested against either fresh or virus-
activated (48 h before the test) human lung epithelial carcinoma A549 cells
in triplicates. The percentage of specific lysis was calculated according to
the following formula: percentage of lysis = 100 X (ES — SR)/(MR —
SR), where ER, SR, and MR represent experimental, spontaneous, and
maximum °'Cr release, respectively. The ratio SR:IMR was always <30%.
For inhibition experiments, azide-free anti-TRAIL (5 pg/ml 2ES; Alexis)
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Table I. GEN2.2 phenotype”

KILLER FUNCTIONS OF PDC

Specific Markers

T/B cells
CD3 CD4 CD7
0 100 95
Myeloid/monocyte
CD13 CD33 CDl11b
2 66 2
NK cells
CD16 CD56 CD57
0 51 0
DC
CDla CDlc CD83
4 5 2
APC
CD40 CD80 CD86
27 2 100
Miscellaneous
CD34 CD36 CD38
0 89 74
Chemokine receptors/homing
CCRI1 CCR2  CCR3
0 1 5
CXCR1 CXCR2 CXCR3
0 6 44

CD8 CD19 CD20

2 0 0

CDllc CD14 CDo64 CDI116
10 0 1 25
CD25

0

BDCA2 BDCA4 CD123 ILT-3
70 88 100 100
HLA ABC HLA DR

100 100

CD45RA CD45RO CD65 CD117
90 21 17 0
CCR4 CCRS5 CCR6 CCR7
2 6 8 16
CXCR4 CXCR5 CLA CD62L
73 1 0 94

“ Percentages of positive cells were determined by flow cytometry. These values are representative of two (CD7, CD19,
CD20, CD8, CD16, CD57, CD34, CD36, CD38, CD65, and CD11) to several experiments (for other markers).

was added to effector cells 30 min before addition of target cells. As a
control, TRAIL-induced lysis was measured in the same assay by addition
of killer TRAIL (10-100 ng/ml).

The cytotoxicity of GEN2.2 cells against melanoma cell line Mel was
analyzed slightly differently, with TRAIL-inducers kept during the test.
Briefly, GEN2.2 cells were preincubated 4 h with virus, CpG2336, or
R848, before addition of *'Cr-labeled Mel-1 either fresh or presensitized
24 h with IFN-$ (2000 U/ml; Tebu) in triplicates. After 20 h, supernatants
were harvested and counted for their >'Cr content. Neither SR nor sensi-
bility to TRAIL were modified in the presence of the virus, R848, or
CpG2336 (data not shown). Percentages of lysis were calculated as de-
scribed previously. TRAIL expression on GEN2.2 cells cultured in the
same conditions was verified.

Results
GEN2.2 cell line

We generated a human PDC cell line GEN2.2 from tumor blood
cells from LPDC of patient GEN or LPDC#7 (31, 34). Cells pro-
liferated rapidly, as a single cell suspension, with both nonadherent
and weakly adherent cells. This proliferation was strictly depen-
dent on the presence of the MS-5 feeder cell line (data not shown).
The HLA typing of GEN2.2 was the following: A*0201, B*07,
*44; C*05, *07; DRB1¥0103, *08; DQB1*0501, *0402; and
DPB1*0201, *0401. GEN2.2 cells, such as normal PDC, were
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Description of the GEN2.2 plasmacytoid dendritic cell line under resting conditions. a, Phenotypic characteristics of fresh GEN2.2 cells
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¢, RT-PCR analysis of TLR6, 7, 8, 9, and 10 in GEN2.2, GEN, and MS-5 cells and MoDC.
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FIGURE 2. Activation and stimula-
tory functions of GEN2.2 cells. a, Mor-
phology of fresh and 2-day activated
GEN2.2 cells (scale bar: 10 wm). b, Ex-
pression of molecules associated with
DC maturation on control and activated
GEN2.2 cells. After 2 days in the pres-
ence of inactivated influenza virus or
IL-3+sCD40L, the phenotype of
GEN2.2 cells was analyzed by flow cy-
tometry. These values are representa-
tive of at least two independent experi-
ments. ¢, Inflammatory cytokines and
type I IFN levels in the supernatants of
activated GEN2.2 (mean of six inde-
pendent experiments). d, Proliferation
of naive T cells after 6-day coculture
with fresh, virus-, and IL-3+sCD40L-
activated GEN2.2 (representative of
three experiments). e, IFN-v, IL-10, and
IL-5 levels in the supernatants of naive
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characterized by their expression of CD4, HLA ABC, HLA DR,
CD45RA, and CD123 (Table I and Fig. 1a).

Thirty-five percent of the cells highly expressed CD56, whereas
other T, B, and NK cell-associated surface markers (CD3, CDS,
CD19, CD20, CD16, and CD57) were negative, as we described
for fresh tumor cells (31). Besides CD33, they are negative for
myeloid markers (CD13, CD11b, CD11c, CD14, and CD64). They
expressed BDCA-2 and BDCA-4, high levels of CD86, and mod-
erate levels of CD40, whereas CD80 was undetectable. CDla,
CDlec, and CD83 were negative at the surface of GEN2.2 cells.
Chemokine and homing receptors such as CCRS, CCR6, CCR7,
and CXCR2 were weakly expressed, and CXCR3, CXCR4, and
CDG62L were positive, whereas CCR1, CCR2, CCR4, and CXCR1
were negative. The presence of mRNA coding for spiB, pre-Ta,
and Alike chain was detected in the GEN2.2 cell line, as with
leukemic cells from GEN patient, but not in MS-5 (Fig. 1b). The
presence of mRNA coding for TLR6, 7, 9, and 10 was also de-
tected in the GEN2.2 cell line such as in leukemic cells from GEN
patient but neither in MoDC nor in MS-5, except for TLR6 in

MoDC, whereas mRNA coding for TLR8 was only detected in
MoDC (Fig. 1¢). When GEN2.2 cells were cultured without MS-5
cells for 24 h in the presence of IL-3 and CD40L, or of the influ-
enza virus, they rapidly formed large clusters while they remained
isolated without stimulation (data not shown). MGG staining of
cytospins showed enlargement of the cells and the acquisition of a
dendritic morphology in the presence of the virus (Fig. 2a).
GEN2.2 cells cultured with the virus or with IL-3+CD40L up-
regulated their expression of surface molecules associated with
APC functions, HLA ABC, HLA DR (data not shown), and CD40,
CDS80, and CD86, and acquired a mature DC phenotype (Fig. 2b)
characterized by the expression of CD83 and CCR7. Whereas
GEN2.2 cells activated by IL-3+sCD40L secrete only TNF-«,
IL-6, and IL-1, GEN2.2 cultured with an influenza virus produced
high levels of IFN-« (Fig. 2¢). Resting and mature GEN2.2 cells
activated the proliferation of naive CD4™ T lymphocytes (Fig. 2d).
T cells primed with virus-activated GEN2.2 cells secrete IFN-y
and IL-10, whereas T cells primed with IL-3+sCD40L-activated
GEN2.2 cells secreted IL-5 (Fig. 2e).
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Activated PDC become killer cells

PDC, by their ability to secrete high levels of type I IFN, are
involved in the early response to viral infection. Because TRAIL
is a death-inducing molecule implicated in antiviral responses, and
often regulated by type I IFN, we asked whether PDC could ex-
press TRAIL and become killer cells upon viral infection. We
exposed GEN2.2 cells to inactivated influenza virus (30 min to
24 h) and looked for TRAIL expression. A clear expression of
TRAIL was detected by flow cytometry and Western blot analysis
from 4 h of coculture with virus but remained undetectable in
medium alone (Fig. 3, a and b). Because both IFN-«f3 and IFN-y
can induce TRAIL expression on various cells, we wondered
whether they could control TRAIL expression on GEN2.2.
GEN?2.2 cells highly expressed both IFN-a8 and IFN-vy receptors
(Fig. 3c¢). We evaluated whether IFN produced by GEN2.2 after
activation could up-regulate TRAIL expression in an autocrine
manner. Virus-induced TRAIL expression was partially inhibited
by either anti-IFN-« or anti-IFN-B mAb (data not shown) and
dramatically reduced by neutralizing IFN-«a and IFN- together
(Fig. 3d). Moreover, type I IFN, but not IFN-vy, induced TRAIL
expression on GEN2.2 as did the viral infection (Fig. 3d).
Thereafter, we wondered whether GEN2.2 activated by the in-
fluenza virus could exert TRAIL-mediated cytotoxicity. Because
the virus enters the organism following endocytosis by epithelial
cells from the respiratory system, we used the TRAIL-sensitive
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A549 lung epithelial carcinoma cells as a target cell model. A549 cells
were lysed by virus-activated GEN2.2 (30% lysis at E:T ratio = 25:1)
(Fig. 3e), and this cytotoxic activity was induced by the virus because
resting GEN2.2 did not lyse A549. Moreover, as described with re-
spiratory syncytial virus (40), we found that the influenza virus en-
hanced A549 cell sensitivity to TRAIL (Fig. 3e), without modifying
their level of expression of DR4 or DRS (data not shown). Further-
more, A549 became more sensitive to GEN2.2-mediated lysis after
contact with the virus (50% at E:T ratio = 25:1). Treatment of virus-
activated GEN2.2 cells with an inhibitory anti-TRAIL mAb com-
pletely abolished this cytotoxicity, confirming that PDC-killer activity
was mediated by TRAIL (Fig. 3e).

We asked whether infection could also turn normal PDC into
killer cells. We purified normal PDC from healthy human blood
and showed that normal PDC also expressed TRAIL after an 18-h
exposure to the influenza virus but not after activation with IL-3
(Fig. 4a). Accordingly, they became able to lyse A549 cells (50%
lysis at 15:1 E:T ratio) via TRAIL because blocking TRAIL in-
hibited this cytotoxicity (Fig. 4b). This cytotoxicity was not found
with nonactivated PDC or IL-3-activated PDC.

TRAIL-mediated antitumor cytotoxicity of GEN2.2 cells

Thanks to the expression of TLR9 and TLR7, PDC can be acti-
vated by CpG ODN and resiquimod (R848), respectively. These
immune modifiers are under development to treat cancers, and we
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wondered whether PDC could also become killer cells following
activation with such TLR agonists and hence play a role in the
elimination of tumors treated with TLR ligands. Both CpG 2336
and R848 are able to activate GEN2.2 cell line, as evidenced by the
up-regulation of CD80 and CD40 (Fig. 5a). GEN2.2 cells activated
with CpG 2336 produced type I IFN in the same range as with the
influenza virus, whereas they did not after activation with R848
(data not shown). TRAIL was detected on GEN2.2 cells after ac-
tivation with CpG ODN 2336, or R848 (Fig. 5b). Thereafter, we
wondered whether virus- or TLR-activated GEN2.2 could exert
TRAIL-mediated antitumor cytotoxicity. In melanoma, tumor re-
gressions have described after treatment with the TLR7 agonist
imiquimod, both in man and mice, and in the latter PDC were
found recruited. We used a TRAIL-sensitive melanoma cell line
(Mel) as a target cell model. Resting Mel cells were slightly sensitive
to TRAIL and slightly lysed by GEN2.2 either activated by CpG2336,
R848, or influenza virus (10-20% lysis at E:T ratio = 25:1) (Fig. 5¢).
However, when Mel cells were preincubated with IFN-f, their sen-
sitivity to soluble TRAIL increased, and hence, they were lysed by
activated GEN2.2 cells (40-50% lysis at E:T ratio = 25:1) (Fig. 5¢).
Treatment of activated GEN2.2 cells with an inhibitory anti-TRAIL
mAD diminished this cytotoxicity, confirming that their killer activity
was partly mediated by TRAIL (Fig. 5c¢).

Discussion

DC, described as professional APC, are capable of initiating im-
mune responses. MoDC can be easily generated in vitro, so their
functions can be described extensively. PDC, which represent a
distinct DC subset, are able to secrete high levels of type I IFN in
response to viral infections and to recruit immune effectors (41,
42), so they might play a central role in innate immunity. We
focused here on the functions of PDC during the early phases of
their activation and see whether they could behave as effector cells
in the innate phases of immune responses. The methodology for
differentiating PDC from CD34 ™" hemopoietic progenitor cells (43,
44), or their purification from blood, is rather expensive and time-
consuming, so poor availability of cells usually limits functional
studies of PDC. For this reason, we tried to derive a cell line from
leukemic PDC (31). In the present study, we describe the gener-
ation of a cell line called GEN2.2. This cell line has been grown in
coculture with the murine marrow-derived stromal MS-5 cells. As
we demonstrated for LPDC (31, 34), such as normal PDC, GEN2.2
cells mature upon activation with IL-3+sCD40L or influenza virus
and then induce naive CD4™ T cell proliferation and polarization
toward Th2 or Thl pathways. In the presence of the influenza virus,
GEN2.2 cells secrete IFN-«; they are also activated by R-848 and
CpG ODN, which is not surprising, because mRNA coding for TLR7
and TLR9 were detected in the cell line, as described for normal PDC
(15, 16). GEN2.2 cells were also found to express low levels of
mRNA coding for TLR6 and 10, but mRNA coding for TLR8 was
not observed. Altogether, these initial results demonstrate the validity
of the GEN2.2 cell line to study PDC functions.

Besides its direct antiviral effects, type I IFN can activate cyto-
toxic functions for various kinds of effector cells, mainly by in-
ducing TRAIL expression (29, 30, 39, 45, 46). So, because PDC
are the natural IFN-producing cells, they may induce cytotoxic
functions of other locally recruited effector cells. Indeed, in favor
of this hypothesis, it has been shown that after stimulation by CpG
ODN, PDC via their secretion of IFN-«, induced TRAIL on mono-
cytes (47). In the present study, we examined whether PDC could
share such innate cytotoxic functions. We explored the initial
phases of PDC activation upon encounter with the influenza virus,
and up-regulation of TRAIL expression on both GEN2.2 cells and
normal PDC was observed. The activation triggered by the influ-
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FIGURE 4. Virus-activated normal PDC up-regulate TRAIL and be-
come Killer cells. a, The expression of TRAIL was measured by flow
cytometry after an overnight incubation of purified normal PDC with me-
dium alone, influenza virus, or IL-3. b, Cytotoxicity of virus-activated nor-
mal PDC. Normal PDC were preactivated 16 h with influenza virus, and
their cytotoxicity was measured by a 20-h >'Cr release assay, in the pres-
ence or absence of anti TRAIL 2ES mAb. Data show mean * SD of one
experiment performed in triplicates and are representative of two indepen-
dent experiments.

enza virus might involve the recognition of viral ssRNA by TLR-7
(48, 49), which does not depend on the replication of the virus, and
hence, it may occur very early upon infection of the cells. Regard-
ing MoDC, monocytes, or epithelial cells, it has been described
that TRAIL expression can be induced by viral infection (50, 51),
but the mechanism of inducing TRAIL in these experiments per-
formed with replicating virus remained to be explored. Our results
also showed that IFN-a8 produced by GEN2.2, upon viral challenge,
by an autocrine loop, was mostly responsible for this up-regulation of
TRAIL. Because blockade of type I IFN receptor only partially
blocked TRAIL up-regulation, there could also be a direct type I IFN
independent up-regulation of TRAIL further enhanced by the IFN
autocrine loop. This also suggested that PDC may express TRAIL
very rapidly upon infection, independently of other cell subsets.

We then confirmed that expression of TRAIL by PDC endowed
them with a cytotoxic activity. We found that both GEN2.2 cells
and normal PDC, after contact with the influenza virus, were able
to lyse sensitive target cells via TRAIL. This PDC killer activity
may be important for early elimination of infected cells. Indeed,
up-regulation of DR4 or DRS death receptors for TRAIL has been
reported after certain viral infections (on lung epithelial cells by
respiratory syncytial virus (40), on fibroblasts by human CMV
(52), and on hepatocytes during hepatitis C virus infection (53))
and can also be induced by IFN-« (54), sensitizing cells to TRAIL-
mediated lysis. Because normal cells are thought to be resistant to
TRAIL, they should not be concerned by this apoptosis. The ac-
quisition of TRAIL happened as early as 4 h after contact with the
virus, suggesting that PDC may constitute the first weapon against
infected cells, and this newly described function of PDC reinforces
their position as a crucial component of innate immunity. TRAIL
was up-regulated earlier than CD40 or CD80 (data not shown),
suggesting that first PDC act as killer cells. In a second step, they
might capture the cellular debris generated by apoptosis, and mi-
grate to lymph nodes to further activate T cells.
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In addition to the effects of virus, we also found up-regulation of
TRAIL on GEN2.2 after activation with TLR7 or TLR9 agonists.
These molecules represent new ways of modulating the immune
response and efforts are being directed toward their use as adju-
vants for vaccines or in cancer therapy, with very promising results
in the case of basal cell carcinomas treated with imiquimod (25).
The local activation of PDC with TLR7 or 9 agonists might favor
antitumor immunity by secretion of cytokines, such as IFN-af3,
and by direct killing of tumor cells often sensitive to TRAIL, as our
results obtained with a melanoma cell line suggest. In favor of this
hypothesis, a recent study showed the association between regression
of murine melanoma upon treatment with imiquimod and the recruit-
ment of PDC to the tumor (28). Although rare, PDC can be found in
human tumors, but their function may be impaired in the tumor en-
vironment (7). However, by the local use of appropriate TLR ligands,
their function could be restored, or new fully functional PDC could be
recruited to promote antitumor responses.

Altogether, our data reinforce the idea that PDC orchestrate early
innate phases of immunity against infectious diseases, and they could
also be used to fight against cancer. We showed that a challenge with
virus, TLR7 or TLRY agonists can turn PDC into powerful killer cells
against TRAIL-sensitive targets. This phenomenon may be important
for the early clearance of TRAIL-sensitive target cells, both in im-
munity against pathogens and during treatment of cancer or infection
by CpG ODN or imidazoquinolines.
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Séme

partie :Voies de signalisation utilisées par les diffésdigands

de TLR dans les PDC GEN2.2 pour induire I'expresd® TRAIL

Introduction et objectifs
L'activation des cellules de la lignée GEN2.2 pavitus de Ihfluenza R848, les CpG

A ou B, induit I'expression de TRAIL a leur surfa€@ette induction d'expression est obtenue
sur les GEN2.2 non seulement apres incubation leveicus de influenzaou le CpG A, qui
induisent une sécrétion d'IF-par les cellules (cet IFM- pouvant induire une boucle
d'amplification du signal), mais également apresilimtion avec R848 ou le CpG B, qui
n'induisent pas cette sécrétion. |l semblerait dgue deux voies de signalisation distinctes
soient empruntées par ces différents ligands de pai mener a I'expression de la méme
protéine.

Dans notre étude, I'expression de TRAIL sera aglisomme un révélateur permettant
de mettre a jour I'existence de voies de signatieadifférentes dans la PDC, selon le ligand

de TLR employé, et d'identifier les molécules impkes dans ces voies.

Méthodes

En plus des techniques classiques décrites daastieles 1 et 2, nous avons utilisé de
nouvelles méthodes d'approche pour étudier lesswigesignalisation mises en jeu par les

ligands de TLR dans la lignée.

RT-PCR quantitative

Ainsi, nous avons analysé la transcription des geatiatérét apres différents types
d'activation des GENZ2.2 en utilisant la techniqaeRI-PCR quantitative, qui nous permet de
définir les conditions ou on peut considérer gaRNm est présent ou bien s'il s'agit d'un
bruit de fond. La technique de RT-PCR quantitaéigseréalisée selon la technologie TagMan
sur I'appareil LightCycler (Roche Diagnostic).

La réaction TagMan est basée sur l'activité 5 exxdé@ase de la Tag polymérase
capable de cliver une sonde fluorogénique, doubtemmearquée et hybridée sur la séquence
cible, durant la phase dextension de la réactien RCR. L'un des deux marqueurs
fluorescents sert de rapporteur (la 6-carboxyflsceene ou FAM). Son spectre d’émission est

éteint par le second marqueur fluorescent (la Becartetraméthyle-rhodamine ou TAMRA)
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lorsque ce dernier est situé a proximité, a causeretouvrement partiel du spectre
d’excitation de TAMRA sur le spectre d’émission E&M. Durant la phase d’extension du
cycle PCR, l'activité exonucléase de ’ADN-polym&geaclive la sonde et libére le marqueur
rapporteur FAM (qui s’éloigne alors duencherTAMRA), augmentant ainsi le signal de
fluorescence émis par FAM (640 nm). Ce signal eseatable et quantifiable par le
LightCycler a chaque fin de cycle d’amplificatiorarpla mesure de la fluorescence a
I'extrémité des microcapillaires. Pour chaque étllan amplifié, un courbe d’amplification
est obtenue qui prend en compte la valeur de figité du signal de fluorescence (F1/F2) en
fonction du nombre de cycles PCR. Cette valeur Flgbrrespondant a la variation de
l'intensité de fluorescence du rapporteur a chazyaode PCR, normalisée par la fluorescence
d’une référence interne passive, permet I'élimoratiu bruit de fond. Unrossing poin{Cp)
spécifique est déterminé pour chaque PCR. Le QOmt é&fini comme le premier cycle au
cours duquel une augmentation significative dell@réscence FAM est détectée. Il est
obtenu lors de la phase exponentielle de I'amplift;m PCR. Plus le nombre de copies a
l'origine est élevé, plus la valeur Cp sera faible.

Le logiciel effectue une droite de régression ssrialeurs Cp rapportées en fonction
des log de concentrations des ADN cibles. Cettaetedroorrespond a la droite standard
d’amplification obtenue par le calcul de la dérivéeconde maximale de la phase
exponentielle d’amplification.

Les séquences des amorces et de la sonde pouediag sont trouvées grace au site

de Roche, Universal ProbeLibrary htifps://www.roche-applied-science.cgm/ puis

commandées chez Roche (Eurogentec). Pour gommeliftigences quantitatives dues a des
variations de rendement de la réaction PCR, uresystde référence, composé d’'un couple
d’amorces et d’'une sonde spécifigue d’'un géne mamnpinique ubiquitaire, le gene de la
glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) emséupibur caliber la quantité d’ADN
présente dans I'échantillon.

Pour calculer les valeurs d’amplification de nosMxR nous utilisons la formule ©
9CP) o1 dCp = Cp(geéne d'intérét) — Cp (G6PDH).

Kits FACE et TransAM (Active Motif)

Par ailleurs, nous avons utilisé les kits FACE &n8AM de Active Motif, qui nous
permettent respectivement de doser la présenceacteufs de transcription totaux ou

phosphorylés dans des cellules entieres ou biem dlmextraits nucléaires.
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Résultats

1. Des ligands des TLR7 et 9 induisent une exgrasse TRAIL par
les cellules GEN2.2, avec une cinétique difféereseien le ligand

Comme nous I'avons montré dans l'article 2, lesvitel'influenzaet différents ligands
des TLR7 et 9 sont capables d'induire une expneskol RAIL a la surface des cellules de la
lignée GEN2.2. Nous nous sommes intéressés a dtiquie de cette activation, en suivant

'apparition de TRAIL a la surface des cellules, @gometre en flux. L'incubation des
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Figure R3. Cinétiques d'expression de TRAIL a la surface debl%2 apres incubation avec le virus de
l'influenza(137 ng/mL d'hémaglutinine), R848 (1pg/mL), Cp&2836 ; 12,5 pg/mL) ou CpG B (2006 ;
12,5 pg/mL). Les résultats sont exprimés en Intéidbyenne de Fluorescence (MFI) et obtenus pdysa
au cytometre en flux, a l'aide d'un anticorps sdaor Goat anti Mouse couplé au PE.

GEN2.2 avec le virus darfluenza R848 et les CpG A (2336) et B (2006pir figure R3)
induit dans tous les cas une expression de TRAIsueface dés 4h. Cependant, nous avons
observé que l'expression de TRAIL était maintertumaximale au bout de 24h d'incubation
avec le virus et le CpG de type A, alors qu'elleighait son maximum au bout de 4h
d'incubation avec R848 et le CpG de type B et diraiinpar la suitévoir figure R3)
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2. Ces ligands de TLR7 et 9 n'induisent pas toessdétrétion d'IFN
de type | par les cellules GEN2.2

Plusieurs ligands des TLR7 et 9 sont ainsi capabieduire I'expression de TRAIL a
la surface des cellules de la lignée GENZ2.2. Oysnavons montré dans l'article 2 que
I'induction d'expression de TRAIL a la surface @sN2.2 par le virus deiffluenzapassait
par une boucle de rétroaction positive médiée ‘ffaN Ide type 1. Nous avons donc voulu

savoir si I'lFN de type | était également impliciens les voies d'induction d'expression de
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Figure R4. Cinétique de sécrétion d’'IFN-par les GEN2.2 induite par le virus de
I'influenza (137 ng/mL d'hémaglutinine), R848 (1ug/mL), le Cd6 type A (2336 ;
12,5ug/mL) ou le CpG de type B (2006 ; 12,5ug/nR¢sultats obtenus par ELISA
(PBL).

TRAIL des autres ligands de TLR. Pour cela, nousnavtout d'abord analysé la sécrétion
d'IFN-a par les GEN2.2 en réponse a ces différents ligdadeLR. La cinétique de sécrétion
d'IFN-a nous montre qu'il n'y a pas d'IFiNsécrété, ni pour R848, ni pour le CpG de type B
(voir figure R4) Cependant, de I'lFM- pourrait tout de méme étre sécrété a un moment
donné et pourrait étre consommé immeédiatement @acellule, empéchant ainsi toute

détection par une méthode telle que le dosage ELISA

3. Des anticorps anti-IF&y3 n'inhibent pas I'expression de TRAIL

induite sur les cellules GEN2.2 par le R848

Pour veérifier si l'induction d'expression de TRA$Ur les GEN2.2 par le R848 ne
pourrait pas passer tout de méme par une sécr@idiN de type | reconsommé

immédiatement, nous avons utilisé des anticorpgualots anti-IFNa et anti-IFN. Sans
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anticorps, nous obtenons bien une induction d'aeswa de TRAIL a la surface des cellules

quel que soit l'activateugvoir figure R5) L'ajout des anticorps bloquants empéche cette
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Figure R5. Inhibition de TRAIL induit 24h avec IFNr (500 U/mL) + IFNB (2000 U/mL), le virus de
I'influenza(137 ng/mL d'hémaglutinine), R848 (1 ug/mL) et CAG2336 ; 12,5 ug/mL) par les anticorps
anti-IFN-o (50 000 U/mL) + anti-IFN3 (25 000 U/mL). L'expression de TRAIL est mesuréecgtométrie de
flux avec un anticorps secondaire Goat anti Mouselgé au PE. Les histogrammes pleins corresporaient
témoin isotypique et les histogrammes vides a aorépais correspondent au marquage de TRAIL.

induction d'expression de TRAIL par le virus daefluenza comme il a été précédemment
montré dans l'article 2, mais également par le @pGype A. Au contraire, I'expression de
TRAIL induite par le R848 n'est pas affectée pardeticorps bloquan{soir figure R5) Ces

résultats indiquent que l'induction d'expressionT@RAIL par le R848 n'est due ni a une

sécrétion d'IFNa, ni a une secrétion d'IFRlet pourrait donc impliquer d'autres molécules.

4. Le R848 n'induit pas la transcription des geateeBIFN de type I, ni
ceux de I'IFNA et de I'lP-10 par les GEN2.2

Une autre hypothése pourrait étre la sécrétionNd'tle type | interne, avec une
activation immédiate de la cellule par cette cytekendogéne, ou bien l'implication d'autres
types d'IFN que les IFN-et 3. Nous montrons par RT-PCR quantitative que I'ARN&s
IFN de type | comme I'IFNtL, I'lFN-a2, I'IFN-B1, mais également I'lFkb1 (IFN de type 1)
apparaissent apres 18h d'activation des cellulés kignée GEN2.2 par le virus defluenza
mais pas aprés activation avec R&4@r figure R6A) Une cinétigue a montré que 'ARNmM
de ces cytokines n'atteignait pas son maximum deugtion avant 18h d'activation des
GEN2.2 par le virus ou le CpG 238@&sultats non montrésl.’ARNm de I'lL28A (ou IFN-
A1) n'est, quant a lui, détecté dans aucune conditésultats non montréseét I'ARNm de la

chimiokine IP10 apparait a 18h d'activation avedres et le CpG A, tout comme les ARNm
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Figure R6. Expression de 'ARNm da. IFN-al, 02, 81 et «1 etB. de I'lP10, par les GEN2.2
aprés 18h d'activation par le virus defluenza(137 ng/mL d’hémaglutinine), R848 (1ug/mL), CpG
B (2006 ; 12,5 pug/mL), CpG A (2336 ; 12,5 pg/mL)IdkeN-a (5000 U/mL). Expression relative a
I'expression d'un gene de référence (G6PDH) mesur€¥€l-PCR quantitative.

des IFN de type [voir figure R6B) Ces résultats nous indiquent donc que linduction
d'expression de TRAIL a la surface des cellules @ENar le R848 n'est pas non plus due a

une sécrétion d'IFN de type | interne, ni a l'irogtion d'autres types d'IFN que les IBNet -

B.

5. La transcription des genes MXA, G1P3 et IRF9imdtite de la

méme maniere que celle de TRAIL dans les cellulesIZ52
Les ligands des TLR7 et 9 induisent donc tous fesgion de TRAIL a la surface des
GEN2.2. Parmi eux, le virus denfluenzaet le CpG de type A induisent également une
sécrétion d'IFN de type | et d'IP-10 par les deflalors que le R848 et le CpG de type B ne
semblent pas y parvenir. Pour étudier plus en Idétaitte dichotomie, nous nous sommes
intéressés a d'autres genes que TRAIL, dont lasdrgotion est censée résulter d'une

activation de la voie de signalisation de I'lFNtgee I, pour voir si leur ARNm était présent
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ou non apres activation par les différents ligafwisr figure R7) Ainsi, nous retrouvons la
transcription du géne de TRAIL apres activation foars les types de ligands de TLR testés
(voir figure R7) De la méme maniére, nous observons la transmmigtes génes de MXA,
G1P3 et IRF9, aprés 18h d'activation par le vitue €pG de type A, mais également avec
R848 et le CpG de type Boir figure R7) Ces résultats suggerent que des éléments de la
voie de signalisation de I'lFN de type | pourraigriervenir dans l'induction de transcription
de TRAIL par R848 ou le CpG de type B dans lesutedl GEN2.2, sans pour autant
impliquer le récepteur de I'lFN de type I.
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Figure R7. Expression des ARNm de MXA, G1P3, IRF9 et TRAIL&pL8h d'activation des GEN2.2 avec le
virus de linfluenza(137 ng/mL d'hémaglutinine), R848 (1pg/mL), CpG2B06 ; 12,5 pg/mL), CpG A (2336 ;
12,5 pg/mL) ou I''FNe (5000 U/mL), mesurée par RT-PCR quantitative. iéssiltats sont exprimés de facon
relative a I'expression d’ARNm du géne de référ&@geDH.

6. Le R848, tout comme le virus, induit une phospladion de
STAT1 et STATZ2 dans les cellules GEN2.2

Pour tester ces hypothéses, nous avons tout d'dBordé de restreindre l'analyse a la
comparaison entre le virus dmfluenzaet le R848. Nous avons examiné la phosphorylation
de STATL1 et STATZ2, des activateurs de transcripitigpliqués dans la voie de signalisation
de I'IFN de type I, recrutés et phosphorylés pakieases JAK1 et TYK2.

STAT1 et STAT2 sont bien phosphorylés sur leursdiyres dans les cellules GEN2.2,
des 30 min. d'activation par I'lF&-(voir figure R8) confirmant leur réle dans la voie de
signalisation de I''FN de type I. Comme attendu,ABT et STAT2 sont également
phosphorylés dés 2h d'activation par le virusid#uenza(avec un marquage plus faible pour
STAT2) (voir figure R8) Mais 2h d'activation par R848 sont aussi capablegluire la
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phosphorylation de STAT1 et STAT2 dans les cell@&N2.2(voir figure R8) Ces résultats
nous confortent dans notre hypothése d'une impicat'éléments de la voie IFN de type |
pour l'induction d'expression de TRAIL par R84&épendamment des I6i3.

__milien VIrus | R848 __IFNalpha

(1 2 \ ypEm— ) T ) e
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Stat2P —
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Figure R8. Mise en évidence par Western-Blot de la phosphtioylale STAT1 (pY701) et STAT2 (pY690)
avant et apres cinétiques d'activation des GEN&r2epvirus de ihfluenza(137 ng/mL d'hémaglutinine), R848
(1pg/mL) ou I'"FNe (5000 U/mL). L'actine sert de contrdle de changeéique.

7. Le virus de ihfluenzaet R848 sont tous deux internalisés dans des
endosomes
Le virus de ihfluenzaactiverait la PDC en se liant & son TLR7, chezdaris

(Diebold et al. 2004), tout comme le R848. De larmaénaniéere, les CpG de type A et B sont
tous deux des ligands du TLR9. Comment deux ligafutls méme TLR peuvent-ils aboutir a
une signalisation différente pour induire la traim®on des mémes genes (MXA, G1P3,
IRF9 et TRAIL)? Le TLR7 est endosomal et la liaiste ses ligands se fait a l'intérieur de
ces endosomes au pH acide. Nous avons donc tdatrd'aérifié que ces différents ligands
de TLR nécessitaient bien d’étre internalisés dfas endosomes pour induire la sécrétion

d'IFN-a et/ou I'expression de TRAIL par les cellules GENZEnN effet, il est possible que
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Figure R9. Rble de l'acidification endosomale sur l'activatides GEN2.2 par les ligands des TLAR.
Inhibition de I'expression de TRAIL par la chloraug sur des cellules GEN2.2 activées pendant 4He
virus de linfluenza (137 ng/mL d'hémaglutinineou le R848 (1ug/mL). Les résultats sont exprimé
pourcentages de cellules positives pour TRAIL aomgtre en flux aprés marquage avec un anticorfis an
TRAIL biotinylé et un anticorps secondaire strepdae couplé au PBB. Inhibition de la sécrétion d'IFM-
par la chloroquine sur des cellules GEN2.2 activyéesdant 24h par le virus dénfluenza (137 ng/ml
d'hémaglutinine) ou le R848 (1ug/mL). Le dosageéaiisé par ELISA.
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des voies indépendantes des TLR soient activéasme cela a été montré pour les CpG
(Sanjuan et al. 2006), et permettent de recruter melécules différentes que celles
classiquement décrites en aval des TLR7 et 9.

La chloroquine est un inhibiteur de Il'acidificatiendosomale connu pour bloquer
l'activation médiée par TLR7. Nous l'avons utilisge les cellules GEN2.2 activées par le
virus de linfluenzaou le R848 pour voir si la différence entre lespdégands pouvaient
provenir d'une reconnaissance initiale différerdelp cellule. Ainsi, la sécrétion d'IFi-et
I'expression de TRAIL par les cellules activéesamré-incubation d'1h avec la chloroquine
ont été analysédsoir figure R9) La sécrétion d'IFNt induite par le virus deitifluenzaest
inhibée par la chloroquing/oir figure R9B) prouvant son efficacité. La reconnaissance de
ce virus semble donc bien se faire dans les endesoBn ce qui concerne l'induction
d'expression de TRAIL par les GEN2.2, la chloroguinun effet inhibiteur autant avec le
virus qu'avec le R84goir figure R9A) Les deux ligands semblent donc étre reconnua de |
méme maniere dans les endosomes et leurs différetemes I'induction d'expression de
TRAIL sur les GEN2.2 ne peuvent pas étre expligyggsune différence dans le mode
d’entrée dans les cellules. Des essais d'utilisadi® SIRNA ciblant TLR7 et TLR9 dans la
lignée GEN2.2 sont en cours au laboratoire pouficoar I'implication de ces récepteurs
dans l'activation des cellules GEN2.2 par le veuke R848.

8. Plusieurs voies de signalisation différentesypatiétre empruntées

apres la liaison aux TLR
Aprés liaison d'un ligand au TLR7, il est décrit lecrutement d'un complexe protéique
contenant MyD88. Des Western-Blots et des RT-PCR &té réalisés pour détecter la
présence dans les GEN2.2 au repos des molécules88/yiIRAK1, IRAK4 et TRAFG6,
présentes dans ce complexe. Ces quatre moléculéséoretrouvéegesultats non montres)
Plusieurs voies ont été décrites en aval de ce lexap elles comprennent une voie IRF7 /
IRF3 conduisant a la transcription d'IFN de typerle voie IRF5, une voie p38 MAPK et une
voie NFkB conduisant a la production de cytokines pro-imfi@atoires. Nous allons
examiner l'implication de ces différentes voiessléactivation de transcription du géne de
TRAIL par le virus de ihfluenzaet R848.
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8.1. La voie des IRF
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Figure R10.Expression des ARNm d'IRF3, 5 et 7 a I'état de sefams les cellules de la lignée GEN2.2, des
moDC et des PBL, mesurée par RT-PCR quantitatigs.résultats sont exprimés de fagon relative a
I'expression d'ARNm du gene de référence G6PDH.

Les GEN2.2 sont des PDC humaines, et celles-ci sonhues pour exprimer
constitutivement I'IRF7. Cette expression constieutpourrait éventuellement permettre
I'expression des genes "induits par la voie deadiggtion de I'lFN de type |" sans recourir &
la production d’'IFN de type I. Pour y voir plusicJanous avons analysé la présence d'ARNm
des facteurs de transcription IRF3, 5 et 7 dan<GIESI2.2 au repos, en comparaison avec
d'autres types cellulairevoir figure R10) Les résultats semblent indiquer une présence
plutot faible d'ARNmM des IRF3, 5 et 7 dans les GE2ZN2vec une expression relative a la

margquage du noyau au DAPI marguage IRF7 en Cy5 superposition

TO . . .
3h
virus
Figure R11.Visualisation de I'IRF7 dans les GEN2.2 en micrgseaonfocale. Les cellules ont été activées

ou non pendant 3h par le virus defluenza(137 ng/mL d'hémaglutinine), puis fixées et perbié®es. Un

immunomarquage de I'lRF7 (cyanine 5, colorationgejuet un marquage au DAPI (noyau, coloration Bleue
ont ensuite été réalisés.
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G6PDH d'environ 0,025, 0,039 et 0,012 respectivenienr figure R10) Cependant, les
ARNm d'IRF3 et IRF7, censés participer a l'induatide sécrétion d’'IFN de type I, sont
présents en plus grande quantité dans les cel&iid2.2 que dans les PBL ou les MoDC,
contrairement a 'ARNm d’IRF5, qui pourrait égalemgouer un réle important dans la
sécrétion d’'IFN de type | par les cellules (Schoeeger et al. 2005) en plus de son induction
de cytokines pro-inflammatoirésoir figure R10)

Par ailleurs, la translocation de I'lRF7 dans lgawdes cellules GEN2.2 activées par
le virus de linfluenzaa été suivie par microscopie confoc@leir figure R11) L'IRF7 est
surtout présent dans le cytoplasme des celluleepos, mais apres 3h d’activation par le
virus, il est également retrouvé dans le noyauaddisiles (voir figure R11) suggérant son
implication dans une des voies d’activation reaatpar le virus. Des expériences concernant
I'activation par les autres ligands de TLR sontears.

Les genes des IRF3, 5 et 7, impliqués dans l'imgluat'expression d'IFN de type |,
sont donc transcrits dans les cellules GEN2.2 pasret pourraient ainsi intervenir dans les
voies de signalisation induites par le virus et®R848 pour mener a I'expression de TRAIL.
L'IRF7 est clairement recruté dans le noyau ddslesl GEN2.2 aprés activation par le virus.
Les expériences a venir nous aideront a déterrsiiterst €également recruté apres activation
par le R848 et si les autres IRF interviennentéueiftiellement dans l'une ou l'autre voie de

signalisation.

8.2. La voie de la p38 MAPK 124

Deux articles viennent éclairer d'u m1h
11 4

30 min

jour nouveau ce labyrinthe de voie
croisées avec la description de S 10 -
o

phosphorylation de STAT1 sur une Sél‘ilg
0 09
par la MAPK p38 aprés activation pe

I''FN de type | dans des cellules Hel g |
(Goh et al. 1999t apres liaison de CpC
DNA “au TLR9, Independemment d milieu‘ virus ‘ RB48 | milieu ‘ virus ‘ R848

I'lFNaf, dans des PDC humaines (Osa\ p38 phosphorylé p38 total

et al. 2006). Figure R12.Dosage de la p38 MAPK phosphorylée et
totaledans les cellules GEN2.2 activées pendant 30
Nous avons donc examiné la ou lh avec le virus derfluenza(137 ng/mL
d'hémaglutinine) ou R848 (1pg/mL) grace au kit FACE
préesence de MAPK p38 phosphoryléep3s (Active Motif). Les résultats sont exprimés en
absorbance a 450 nm et les expériences ont éisdesl
en triplicats.

07
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dans les GEN2.2 activées par le virus ou R84® figure R12) La p38 totale est présente a
des niveaux semblables dans les cellules GEN2.2epas ou quel que soit le ligand
activateur. Aprés 30 min. ou 1h d'activation pavites de influenzaou le CpG de type A, la
p38 phosphorylée reste au méme niveau que sanatauwti; mais apreés activation par R848,
son niveau est sensiblement augmefuéir figure R12) La p38 MAPK serait donc
phosphorylée exclusivement aprés activation pai8Rf3gourrait représenter un des €léments
de la voie de signalisation induite spécifiquempat le R848 et menant a l'induction
d'expression de TRAIL par les cellules GEN2.2 sguig y ait une sécrétion d'IFN de type |

comme pour le virus.

8.3. La voie du NFkB
L'étude de Osawa et al. (Osawa et al. 2006) ma@gaéement que les PDC humaines
exprimeraient constitutivement les sous-unités @6p50 activées de NEB et que celui-cCi
serait impliqué dans la phosphorylation de la MAS3S.

Nous nous sommes donc demandeés si les différendéscates impliquées dans la

PBL GENZ2.2 Jurkat voie du NFkB etaient présentes dans les

actine b B GCEN2.2 au repos. Les western-blots réalisés
IKKT“ montrent que c’est le cas pour IKKIKK[3,

IKKE’“ IkBa, IkBe et la sous-unité p65 du NB

lkBo (voir figure R13) Nous nous sommes

Bz _ également intéressés aux différentes unités de
NF-xB p65“ NF-kB pouvant étre transloquées (et donc

Figure R13. Détection de différentes molécu activées) dans le noyau des GEN2.2 activées

impliquées dans [lactivation du N&B pai ) o i
WesternBlot dans les cellules GEN2.2, des F par le virus ou R848 en utilisant la méthode

et la lignée de cellules Jurkat. . . . .
J TransAM (Active Motif), mais les résultats

sont trop préliminaires pour étre montrés. Quelqdéferences sont constatées dans la
composition des sous-unités présentes dans le reyyas activation par le virus et R848,
mais I'expérience nécessite d'étre renouveléarlyse approfondie pour pouvoir tirer des

conclusions sur le role éventuel de ces sous-udi#éNFkB dans la phosphorylation de la

MAPK p38.
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Discussion
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Thérapie des leucémies a PDC

La description des leucémies a PDC a donné lieuraise en place d’'un groupe de
travail ciblé sur I'étude de cette pathologie m@lgar le Dr F. Garnache-Ottou de I'EFS de
Besancon. En effet, aprés la caractérisation laitle cette entité, il s'est avéré que certaines
LPDC pouvaient présenter des phénotypes variardss Mivons vu que les LPDC étaient
caractérisées par leur phénotype: CDED56, CD3, CD13, CD33 et CD19. Des analyses
complémentaires vérifiant I'expression de marquelus spécifiques des PDC les montrent
comme étant également HLA-DRCD123™", CD116*"®, CD45RA, BDCA-2" ou BDCA-

4%, Il a aussi été montré que les LPDC pouvaientimerla molécule CD33 (considérée
généralement comme un marqueur myéloide), tout eones PDC primaires, jusqu’alors
considérées dogmatiquement comme CIGarnache-Ottou et al. 2005). De méme, le CD56
pourrait dans certains cas étre absent sur les | Rid@ant trés délicat le diagnostic de LPDC
dont l'alerte principale est la co-expression dedGR CD56 (Petrella et al. 1999). Pour
confirmer l'identité des cellules en cas de phémipitial atypique, I'analyse de I'expression
de BDCA2 et CD123 a été récemment proposeée, airsng approche multidisciplinaire,
faisant intervenir des criteres cytogénétiquesyahimiques, et de biologie moléculaire, voire
des analyses fonctionnelles en vue d'amélioreragndstic des leucémies a PDC (Garnache-
Ottou et al. 2007).

Si reconnaitre une LPDC ne représente plus unpoéfi les acteurs du diagnostic des
hémopathies, trouver quel sera le meilleur traitgnge utiliser représente un enjeu majeur
dans ces pathologies. En effet, le développemaritjae des leucémies a PDC est toujours
agressif, conduisant a la mort en trois ans malge réponse initiale a la chimiothérapie
(Jacob et al. 2003). Dans une série de 23 patiapfrtée en 2002, seuls deux patients allo-
transplantés ont survécu a long terme (Feuillar@lef002). Etant donné les échecs des
thérapies conventionnelles, la nécessité d’alteremtdans le traitement des leucémies a PDC
est devenue évidente, en particulier pour les piatiqui ne pourraient pas bénéficier d’'une
allogreffe. Les résultats de l'article 1 suggétangossibilité d'une thérapie de ces leucémies a
PDC, impliquant l'utilisation d'une molécule TRAllecombinante soluble. En effet, les
cellules tumorales qui expriment DR5, au contrales PDC primaires, pourraient étre
détruites par la voie TRAIL. La dérégulation derlart par apoptose étant impliquée dans de
nombreuses maladies, plusieurs thérapies baséelesunolécules pro- ou anti-apoptotiques
ont débuté avec des phase pré-clinique ou clinidaet certaines utilisent les récepteurs de
TRAIL comme cibles thérapeutiquéEischer and Schulze-Osthoff 2005). Des molécules
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capables de cibler spécifiquement cette voie d'asmsont en cours d’essai clinique, et le

site clinicaltrials.govqui recense les essais thérapeutiques en cour&tatscUnis fait état

d’essais dans des hémopathies ou des tumeurs saite des anticorps monoclonaux
humanisés ciblant DR4 (mapatumumab), DR5 (lexatuatuou CS-1008) ou une molécule
TRAIL recombinante soluble. Il est intéressant elever que malgré les craintes qui avaient
été exprimées (Jo et al. 2000), le HGS-ETR1, amgmonoclonal agoniste de DR4 n'a pas
présenté de toxicité hépatique ou hématologiquedaggs testées.

Ces approches thérapeutiques s’inscrivent dans leuvement massif du
développement des anticorps dans le traitementcdesers (Adams and Weiner 2005).
L'utilisation d’'un anticorps capable d'induire lggose des cellules leucémigues/ivo sans
induire de toxicité conséquente des cellules namalvoisinantes aurait un bénéfice
thérapeutique certain dans les LPDC. De plus,titasg a fait envisageable qu’en plus d’un
effet cytotoxique antitumoral direct, I'inductioreda mort des cellules tumorales par un tel
anticorps pourrait avoir des effets immunostimwgariEn effet, comme notre équipe I'a
proposé lors de I'étude du mode d’action du CD2@urfbhes et al. 2003), I'implication de la
lyse médiée par le complément, pourrait créer wir@mement favorable a la mise en place
d'une réponse antitumorale, avec recrutement dautrellules du systéme immunitaire
comme des DC myéloides capables alors de capteoips apoptotiques issus des cellules
tumorales ciblées par I'anticorps, et d’activer wéponse T antitumorale. L'utilisation d’'un
anticorps anti-DR5 ou d'une molécule TRAIL solubpourrait donc étre une piste
intéressante dans le traitement des LPDC, maiss sded essais thérapeutiques pourront
vérifier la validité de cette approche. En effat, @urs de notre étude, nous n’avons pu
gu’approcher indirectement I'induction de I'apomates cellules tumorales primaires car les
LPDC se sont réveélées tres fragiles, et la moétajiiontanée de ces cellules ex-vivo ne nous a
pas permis d’analyser leur sensibilité a TRAIL.

La piste de l'utilisation d’agents inducteurs d’'apmse est une piste intéressante,
cependant, les résultats cliniques obtenus aveelsi@gents ne conduisent souvent qu’a des
rémissions sans guérisons, et il semble que gskeme immunitaire pouvait étre activé pour
développer une réponse antitumorale, le pronostis dancers pourrait étre largement
amelioré. Dans ce contexte, il est intéressant adigner que de nouveaux anticorps
thérapeutiques arrivent sur le marché visant ativescde telles réponses immunes, ou a
inhiber les éléments du microenvironnement tumaal empéchent leur mise en place
(Melero et al. 2007)
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Dans l'optique d’activer une réponse dirigée corlge cellules leucémiques, il
pourrait aussi étre envisagé d’induire une différaton des cellules leucémiques. Ces
cellules, en effet comme leurs équivalents normaarpriment les TLR7 et TLR9, et
l'utilisation d’agonistes de ces récepteurs pouriaduire la maturation des cellules
leucémiques. De tels agonistes sont actuellementlaj@és par de grands groupes
pharmaceutiques, et I’Aldara, dont le principe fagsit I'lmiquimod, ligand du TLR7 a une
AMM pour le traitement des carcinomes basocellaiiAinsi, I'application d’Aldara sur les
Iésions cutanées qui sont fréquentes dans les LB&fble une approche thérapeutique
novatrice. L'induction de la différenciation desllgkes tumorales pourrait remplir deux
objectifs : les cellules matures perdent souvant p@tentiel proliférant (c’est le principe des
traitements a base d'acide rétinoique), et de pleldes pourraient acquérir une
immunogénicité les rendant capables d’activer umomse antitumorale. Le fait que les
LPDC puissent sécréter de I'lFiN{Chaperot et al. 2004) au cours de cette activgtaurrait
rendre encore plus efficace cette approche.

Les LPDC, au final, possédent deux casquettes,pguinettent d'envisager leur
traitement par les deux approches citées précédetnrdaun coté ce sont des cellules
tumorales, ce qui explique leur expression de DR5serface et ainsi leur sensibilité a
'apoptose induite par TRAIL, et de l'autre cotés'agit de cellules immunitaires, capables
d'induire des réponses immunes importantes aptéaian, surtout dans une optique anti-

virale.

132



Voies de signalisation utilisées par les différdigiands de TLR dans
les PDC GENZ2.2 pour induire I'expression de TRAIL

L’histoire des TLR est tres récente, en particuker ce qui concerne les TLR

endosomaux que sont les TLR7, 8 et 9. En effadgifiification des ssRNA en tant que
ligands physiologiques de TLR7/8 a été faite end2@iebold et al. 2004; Heil et al. 2004;

Lund et al. 2004) et celle des motifs CpG hypomiéhygomme ligands de TLR9 date de
2001 (Bauer et al. 2001). Cependant, ces TLR santcible de nouvelles classes
thérapeutiques d’immunomodulateurs dont les chadippplication vont de la thérapie

anticancéreuse au traitement des infections virakesgjui rend cruciale la description de leur
mode d’action. La lignée GEN2.2 exprime les TLR®gte qui en fait un outil tout a fait

intéressant pour étudier les conséquences devidictn de ces récepteurs.

Les données de la littérature sont relativementvigsu concernant les voies de
signalisation des TLR7 et 9 chez 'homme. En effeplupart des données disponibles ont été
obtenues dans des cellules murines, qui se préeilement a l'analyse des voies de
transduction du signal, en particulier avec I's@ilion de souris KO. Il n’est cependant pas
absolument certain que les résultats décrits caesoliris puissent étre étendus a 'homme
dans ce domaine patrticulier des TLR. En effet,gx@mple, les ARN simples brins sSRNA40
ou sspolyU seront des ligands du TLR8 chez I'hommas du TLR7 chez la souris (Diebold
et al. 2004; Heil et al. 2004). De plus, chez larsoet chez ’'homme, les profils d’expression
de ces TLR sont différents. Par exemple, les MDQimes expriment TLR9, alors que les
MDC humaines en sont dépourvues.

Les syntheses des données disponibles montreriadiaéson des TLR7 ou 9 a leur
ligand induit le recrutement d'un complexe protéigomprenant MyD88, IRAKL1 et 4, ainsi
que TRAF6. Ensuite, deux voies principales peuédr activées : i) une voie impliquant la
phosphorylation et la dimérisation de I'lRF7 qui essuite transloqué dans le noyau ou il va
se lier a des éléments de réponse ISRE pour atdiveanscription de genes IFN de type |, et
i) une voie impliquant les facteurs de transcdptiNFkB, aboutissant a la synthese de
protéines de type inflammatoires. L'orientations/éune ou l'autre de ces deux voies selon
le ligand semble dépendre de la structure du ligdarik sa stabilité dans les endosomes. Ce
mécanisme a été partiellement décrit en 2005 equceoncerne 'activation du TLR9. Les
auteurs suggerent que selon leur nature de type B,des CpG ne se lieront pas au TLR9
dans les mémes compartiments de la voie endosomal&e présenteront pas la méme

stabilité face aux conditions de pH de ces compariis, avec pour conséquence que les CpG
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A pourront induire l'activation d’'IRF7 par TLR9,@ak que les CpG B ne le pourront pas
(Honda et al. 2005; Kerkmann et al. 2005) maisvaotint seulement I'IRF5, essentiel pour
les réponses pro-inflammatoires (Takaoka et al5p00oncernant I'activation des cellules
par la voie TLR7, les données de la littératuret $wmencore assez rares, mais il semble que
de la méme maniere, la structure du ligand considgsRNA, virus enveloppé) influence
I'orientation vers la production d’'IFN de type | de cytokines inflammatoires (Wang et al.
2006).

En ce qui concerne les résultats présentés darmites 2 et 3, nous montrons, en
accord avec les données de la littérature, quedbgles GEN2.2 sécretent de I'lFiN-en
réponse a une activation par CpG A ou vinfluenza alors que CpG B ou R848 induiront
plutét des cytokines inflammatoires. La difficulsgipplémentaire concernant le virus de
I'influenza est qu’il est connu pour pouvoir activer d’autneses que la voie TLR, en
particulier en agissant via Mda5, RIG1 ou la PKRuBlavons considéré dans ce travail que
le virus de linfluenzaactivait principalement la voie du TLR7, en s’apant sur les données
décrites chez la souris (Diebold et al. 2004; Lahdl. 2004), mais chez 'homme, les preuves
de cette liaison sont plus rares (Wang et al. 208685 résultats montrant l'inhibition de
I'activation induite par le virus par de la chlouge confirme I'implication d’'une voie
endosomale, comme attendu dans la voie TLR7, bsdlace d’inhibition par I'aminopurine
(résultats non montréspnfirme que la PKR n’est pas impliquée.

En analysant les données de I'induction de TRAILIss PDC, nous avons remarqué
gue cette molécule était induite quel que soitigand de TLR7 ou 9 utilisé, avec une
détection de la molécule en surface dés 4h d’'daivac’est-a-dire avec une cinétique
d’expression différente de celle de I'lFN-qui n’apparaissait que plus tardivement, et
seulement lors des activations avec virus ou CpBdus avons tout d'abord pris le temps de
confirmer que les IFN de type | n’étaient réelletges impliqués dans l'induction de TRAIL
par R848 ou CpG B en recherchant exhaustivemeRpePCR quantitative les ARNm des
différents IFN de type I, et en utilisant des exgéces d’inhibition. Ces expériences montrent
clairement que TRAIL est induit dans les GEN2.2véets par R848 ou CpG B en I'absence
d’'IFN de type I. En revanche, lors de I'activatipar le virus ou par CpG A, '[N sécrété
participe a I'expression de TRAIL, mais nos régslta’'excluent pas qu’'une part de
'expression de TRAIL soit induite indépendammeatla boucle interféron au cours de ces
activations ; en particulier car l'inhibition avées anticorps anti-IFNr et anti-IFNf n’est

pas compléte. Une autre observation que nous psuame concerne la corrélation entre la

134



détection de la sécrétion d’'IFtlet le maintien de I'expression de TRAIL au cowrgamps.
On pourrait ainsi imaginer que I'lF&4joue un réle dans ce maintien d'expression de TRAI
a la surface des GEN2.2, peut-ati@une boucle d'amplification.

Nous avons aussi remarqué que la transcriptionedesggconnus pour étre activés en
présence d'IFN de type | (IRF9, MXA, G1P3) étaitluite selon le méme schéma que
TRAIL. Ces résultats nous ont amenés a analyssrpkcisément quelles étaient les voies de
signalisation impliquées dans [lactivation par cd#férents ligands. L'induction de
transcription des génes de TRAIL, MXA, IRF9 ou GIga&irrait impliquer plusieurs facteurs
qui sont : STAT1, la p38 MAPK, le NkB et les IRF3, 5 et 7. En effet, si on regarde les
promoteurs de ces génes, on retrouve les sitemiden de ces différentes molécules. Le
promoteur de MXA, par exemple, contient un site ES& un site de liaison au NeB
(Francois et al. 2005).

Avec des approches d'immunomarquage et une étuslenddecules de la voie de
signalisation du récepteur a I'IFi-en western-blot d'extraits Laémlli grace a une
collaboration avec F. Gouilleux (EMI-0351, Amiengpus avons pu montrer que STATL1
était phosphorylé au cours de I'activation par déf®rents ligands de TLR. STAT1 est une
protéine clé dans l'activation de transcription déeses sensibles a I'lFN (pour revue, voir
(Kim and Lee 2007))et sa phosphorylation sur la tyrosine 701 dansespgriences pourrait
suggérer son implication dans l'activation de I'eegsion de TRAIL. La question se pose
alors de savoir quelles sont les molécules permtetia faire le lien entre les TLR7 et 9, et la
phosphorylation de STAT1. Afin d’aborder cette diees nous mettons en place un test de
mesure de I'activation de STAT1 par la méthode FABEtive Motif), qui nous permettra,
en utilisant différents inhibiteurs, de définir §ae kinases pourraient étre impliquées (ERK,
PI3K, P38 MAPK).

Il est décrit que STAT1 requiert d'étre phosphogylé fois sur sa tyrosine 701 et sa
sérine 727 pour une activation totale. Or, la p3&FRW, impliguée dans la voie de
signalisation de I'lFN de type | et Il (pour revuejr (Platanias 2003)), joue un role clé dans
la phosphorylation sur une sérine de STAT1 et lkemgements transcriptionnels induits par
les deux types d'IFN (Goh et al. 1999). Nous avdosc analysé I'activation de la P38
MAPK apres activation par les différents ligands TeR7. Nos résultats préliminaires
montrent que le R848 active cette kinase, alorslgwrus n’en est pas capable. Ainsi, dans
le cas de l'activation par R848, la MAPK p38 [pT@01182] pourrait étre impliquée et serait
ensuite capable de phosphoryler STAT1 sur sa s@Beé27]. La facon dont la p38 MAPK
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est recrutée aprés activation par R848 pourraitiguer la petite protéine G Racl, qui
fonctionne comme effecteur en amont de maniéresityeokinase dépendante (Uddin et al.
2000; Mayer et al. 2001; Platanias 2008dir figure D1) Racl serait ensuite capable
d'activer les MAP kinase kinase (MKK) 3 et 6 (Lia¢t 2005).

Inducteurs
IFM type | IFN type I
Réce-
pteurs
IFM type | IFM type Il
IFNAR T IFNARZ
membrane IFNGR1 IFNGR2

® =

TR
cytoplasme ;

Voies de
signalisation

noyau

facteurs de
transcription |,

Figure D1. Schéma récapitulif des molécules potentiellememqtliqgnées dans la phosphorylation de STAT1
aprés activation des récepteurs de I'lFN de typede I''FN de type Il. La phosphorylation de STA3uUr sa
sérine 727 et sa tyrosine 701 n'est représentédangela signalisation de I'lFN de type Il, maie sk produit
de la méme maniére en aval du récepteur de I'lFiymke |, a la seule différence des kinases phogpdrmdrla
tyrosine 701 (JAK1 et TYK2 a la place de JAK1 eK2\

Cependant, la p38 MAPK ne semble pas étre la s@ndse capable de phosphoryler STAT1
sur sa sérine 727. En effet, l'utilisation de deiprovenant d'embryons de souris KO pour le
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géene de l'isoforme p88n‘a pas d'impact sur la formation du complexeiasdn nucléaire
ISGF3 (Li et al. 2004). Il a ainsi été montré ge'wetre protéine, la PK&-fonctionnait
comme sérine kinase pour STAT1 et qu'elle constipar ailleurs un régulateur en amont
pour la p38 MAPK (Uddin et al. 2002). Cette progkinase pourrait elle-méme étre activée
par la voie PI3K/Akt recrutée aprés liaison d'IF8l type Il & son récepteur (Nguyen et al.
2001; Deb et al. 2003). D'autres molécules en amewtaient étre capables de phosphoryler
STAT1 sur sa tyrosine [pY701]. Les tyrosine kinasks la famille JAK recrutées aux
récepteurs des IFN de type | et Il sont les candités plus probables (Nguyen et al. 2001)
(voir figure D1) Nous avons donc utilisé un inhibiteur de la kend&K2 (Tyrphostin B42 ;
AG490; Calbiochem) pour vérifier son implicationndades voies de signalisation menant a
l'induction d'expression de TRAIL par les cellul8&N2.2 apres activation par le virus de
l'influenza le R848 et I'lFN de type (Fésultats non montréslpans tous les cas, nous avons
observé une inhibition de I'expression de TRAILgg&rant un role de cette kinase dans la
voie commune d'activation de transcription du géeelrRAIL apres liaison du virus ou du
R848 a leur récepteur.

Ainsi, nous arrivons a I'hypothése que I'activatibm la synthése des IFN de type | n’a
lieu que lorsque TLR7 ou TLR9 vont recruter IRF/H Eevanche, en ce qui concerne
I'activation de la transcription des genes de TRAWUXA, IRF9 et G1P3, les outils que nous
avons utilisés et les résultats que nous avonsnobt@e nous permettent pas encore de
conclure quant a la séquence précise des acteylsgques. Les travaux en cours vont
permettre d’analyser les différents acteurs decdi@ WF«B, qui pourraient étre impliqués
dans cette signalisation, a la fois avec une aperatimmunofluorescence pour mettre en
évidence les translocations de ces différents dastde transcription, et par une approche
développée par Active Motif, permettant de détedtactivation de ces facteurs de
transcription. De plus, en collaboration avec A.pDig, appartenant a I'équipe "Etude
Dynamique des Protéomes" dirigée par J. Garin ald @EGrenoble, nous mettons en place
un programme d’étude du phosphoprotéome des cel@EN2.2 activées. Cette analyse
devrait nous permettre de définir quelles sontpiegéines phosphorylées précocement lors
d’'une activation par différents ligands de TLR7 DULR9. Parallelement, des approches de
transfection de la lignée par des shRNA sont goisiues, afin d’éteindre spécifiquement
I'expression des acteurs potentiels de ces diffésevoies de signalisation.

Ces nouvelles méthodes d'étude devraient nous fiegnaky voir plus clair dans le

réseau complexe de phosphorylations et recrutediesrts des protéines mises en jeu lors de
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l'activation d'une PDC par un ligand du TLR7. Lésultats obtenus dans notre modele
pourront ensuite facilement étre vérifiés pour é&s des différences de réponse qu'induisent
les CpG de type A et B.
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Roble des PDC dans I'immunité anti-tumorale

Le réle des cellules dendritigues plasmacytoides da fonctionnement du systéeme
immunitaire est encore mal connu, mais leur pasifiola frontiere des réponses innées et
acquises les désigne comme des acteurs clé deuitén(Colonna et al. 2004; Liu 2005).
Les données récentes suggerent qu'elles ont unarfdeer dans l'immunité antitumorale
(Mohty et al. 2004). En patrticulier, leurs capazitie sécrétion d'INF de type | et d’activation
des lymphocytes T cytotoxiques pourraient étre @tgegs en immunologie antitumorale.
Alors qu’'a I'heure actuelle, des patients attetlgsdiverses pathologies sont traités dans des
essais de phase I/ll avec des cellules dendritigllesgine myéloide, il pourrait étre
intéressant de préciser le rble exact des celldégslritiques d'origine lymphoide dans les
mécanismes de défense de notre organisme et ddngsdpie cellulaire du cancer.

L’obstacle majeur de I'étude de la fonctionnaligs ®PDC chez 'homme réside dans
leur faible abondance et dans l'incapacité de teslyprein vitro en quantité suffisante. La
disponibilité d'une lignée humaine de cellules diiggdies plasmacytoides développée et
brevetée dans le laboratoire (lignée GEN2.2) remtésdans ce contexte un outil inestimable
pour étudier les fonctions des PDC (Chaperot anch&é 2002). A partir de cette lignée, un
réseau collaboratif a été créé, dont le but estudi& I'ensemble des propriétés
immunologiques de ces cellules. Ce réseau s’appurialeux projets soutenus par linstitut
national du cancer (INCA); I'un coordonné par urkas, "PDC et Cancers", financé en 2004,
et I'autre coordonné par C. Caux (U590) "Apoptosenenunité dans les cancers” finance en
2005.

Plusieurs travaux dans le cancer du sein et daifewsuggéerent que la présence de
PDC au sein de la tumeur est associée a la prognassnorale (Zou et al. 2001; Treilleux et
al. 2004). Par ailleurs d'autres travaux mettenéeigence la présence de PDC immatures
dans diverses tumeurs (par exemple, dans le camneirte la téte et du cou (Hartmann et al.
2003) ou le cancer du poumon (Perrot et al. 206a8H)¥ que I'on connaisse vraiment la raison
de leur localisation et leur rbéle par rapport awel@pement tumoral. Le micro-
environnement tumoral pourrait contenir des factetapables d’inhiber la maturation des
PDC, ou d’empécher leur migration vers les orgdymphoides secondaires, bloquant ainsi
toute possibilité d’'induction d'une réponse antivuale efficace. Ainsi, en activant les PDC
de maniére adéquate, il serait donc peut-étre lplesde rétablir une réponse immune contre

la tumeur, orchestrée par les PDC. Chez la sobatafnara et al. 2004) et chez 'homme
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(Geisse et al. 2004; Urosevic et al. 2005), le uternent et l'activation des PDC par
application locale d'un ligand de TLR7 étaient émnient associés a la régression tumorale.
Par ailleurs, I'injection de CpG, ligand du TLR9eixné par les PDC chez la souris a un effet
adjuvant antitumoral majeur(Vicari et al. 2002; &maoto et al. 2004). Ainsi I'activation des
PDC par des ligands des TLR7 et TLR9, pourrait éx@oitée dans la mise en place d’'une
immunothérapie antitumorale.

Cette association entre recrutement et activates1RDC d’une part et régression tumorale
d’autre part laisse fortement a penser que les p@€raient jouer un réle direct a la fois en
produisant des facteurs antitumoraux comme lesfémtas de type | mais aussi en acquérant
directement une activité antitumorale. Nous morgren effet, que les PDC activées par le
virus de l'influenza entraine une expression farotelle rapide et forte de TRAIL, a la fois
sur les cellules de notre lignée et sur les PD@nates. Elles pourraient donc jouer un réle
important dans les phases précoces des infectimades; en exercant des fonctions
cytotoxigues leur permettant de détruire les cefluhfectées. D’autre part, nous montrons
gue les ligands des TLR-7 et TLR-9 sont aussi depatussi de faire exprimer TRAIL par les
PDC. Cette expression de TRAIL permet aux PDC desmie cytotoxiques et de tuer des
cellules tumorales dérivées du cancer du poumale ehélanome. Ainsi on peut rapprocher
I'efficacité de I'Aldara, formule thérapeutique d’'digand de TLR7, dans les carcinomes
basocellulaires et le recrutement et I'activati@s ¢#DC au niveau tumoral avec I'expression
de TRAIL sur ces cellules apres activation. |l geveaiment intéressant de pouvoir étudier
plus finement I'expression de TRAIL in situ sur l@spsies de peau des patients en cours de
traitement afin de confirmer I'hypothése de l'ingaliion de I'expression de ce ligand de mort
par les PDC dans I'éradication tumorale. Il fauttaieement ne pas négliger le rdle que
pourrait jouer l'interféron de type | produit pasl PDC activées sur 'augmentation de la
sensibilité a TRAIL des cellules tumorales commaisndavons vu sur les cellules de
mélanomes dans notre travail.

De par leur capacité de production énorme d’interféde type I, on imagine trés
clairement le rble positif que peuvent jouer lesCP@ans I'immunité antivirale. En revanche,
leur implication dans le développement tumoral @ss difficile a comprendre. Il existe
certainement une variabilité dans leur fonctionet&ante de I'origine et de la localisation
tumorales. Cependant, les expériences animales ettbur de certains essais cliniques
laissent a penser que, convenablement activées;etiedes pourraient étre a l'origine de
régressions tumorales d'une part par une actiorctir en produisant des facteurs

antitumoraux et en acquérant des fonctions cytqtes, d’autre part indirectement en
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mobilisant les autres acteurs de la réponse inhee les activant ainsi que secondairement en
stimulant les acteurs de la réponse immune adeptatiut en y participant. Les PDC
apparaissent ainsi représenter une cible de clmix ge nouvelles approches thérapeutiques.
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RESUME

Les cellules dendritiques plasmacytoides (PDC) sgmteént une nouvelle entité distincte de cellulsddtiques.
Elles peuvent sécréter de grandes quantités démter de type | aprés stimulation par un virus es groduits bactériens
tels que les CpG ODN gréce a leur expression sétedts Tolllike récepteurs (TLR)7 et 9.

Notre laboratoire a récemment développé une liglieEDC (GEN2.2) a partir de leucémies a PDC (LPDAQ), qu
résistent aux thérapies conventionnelles. Les GENgartagent la plupart des caractéristiques phpitpigs et
fonctionnelles des PDC normales. Nous avons d'abtilidé cette lignée comme modéle de LPDC et noustrans qu’elles
sont sensibles a I'apoptose induite par TRAIL (TR&lated Apoptosis-Inducing Liganda I'expression du récepteur DR5,
comme la plupart des LPDC, alors que les PDC nosmade sont pas, ce qui permettrait la mise ecepie thérapies des
leucémies a PDC utilisant des agonistes de TRAIL.

Les PDC normales sont difficiles a isoler ou généxerus avons donc ensuite utilisé la lignée GEN&&me
modeéle de PDC normales. Nous avons ainsi découvertcgs cellules, une fois activées par des ligaiedsTLR7 et 9,
acquierent une fonction cytotoxiqui I'expression de TRAIL et peuvent tuer des cellilanorales. Les PDC pourraient
donc jouer un réle crucial dans I'éradication dascers aprés activation.

Enfin, nous avons cherché a préciser les mécanisnaésculaires d’induction de TRAIL dans les PDC apré
activation par des ligands des TLR7 et 9.

L’ensemble des travaux suggére que les PDC poutraprésenter une cible de choix dans le développenfie

nouvelles approches thérapeutiques anti-tumorales.

ABSTRACT

Plasmacytoid dendritic cells (PDC) represent a nistindt entity of dendritic cells. They are ablesecrete high
amounts of type | interferon upon viral exposuratimulation by bacterial products such as CpG QiDH to their selective
expression of Toll-like receptors (TLR)7 et 9.

Our laboratory has recently developed a PDC cadl ((BEN2.2) derived from PDC leukemia (LPDC), whickise
to conventional therapy. GEN2.2 share most of thenptypic and functional features of normal PDC. fiks used this cell
line as a LPDC model and we show that they are themsdo TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligaritiduced
apoptosisiia the expression of the receptor DR5, like most eftRDC, whereas normal PDC are not, allowing théngptt
of PDC leukaemia therapies using TRAIL agonists.

Normal PDC are difficult to isolate or to generatée then used the GEN2.2 cell line as a normal PD@etdVe
thus discovered that these cells, once activate@LR7 and 9 ligands, acquire a cytotoxic functiva TRAIL expression
and are able to kill tumoral cells. Therefore, P@Id play a crucial role in eradicating cancereéictivation.

Finally, we tried to specify the molecular mechamgsfor TRAIL induction in PDC upon activation with.R7 and
9 ligands.

Altogether, this work suggest that PDC could represe key target in the development of new tantittaho

therapeutic approaches.

MOTS-CLEFS
cellules dendritiques plasmacytoides — leucémiegoptose - TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligan
influenza - TLR (Toll-Like Recepteurs) - IFN de type thérapie antitumorale
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