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Résumé

RESUME

La zone marginale de la rate apparait comme unshietégique de détection des antigénes et agents
pathogénes véhiculés par le sang. Ces propriétéisssiotout liées a la présence de cellules apparteau
systéme immunitaire inné parmi lesquelles se troude nombreuses cellules présentatrices d’antig@kieC),
comme les macrophages, les lymphocytes B de la mamginale (MZB) et les cellules dendritiques (DE%t
également localisée dans la zone marginale, unelgiign de lymphocytes T non conventionnels : les
lymphocytes T Natural Killer invariants ou iNKT. &ecellules iNKT se caractérisent par I'expressi@en d
marqueurs de cellules NK et de lymphocytes T cofiwgnels notamment le TCR. Les iNKT reconnaissent,
contrairement aux lymphocytes T conventionnels,atggénes (Ag) lipidiques présentés par l'interiaiéd de
la molécule CD1d exprimée a la surface des APGmuotent les DC. En réponse a ces lipides, et notatnme
I' a-galactosylceramiden¢GalCer), les cellules iNKT ont la capacité unigleesécréter rapidement de grandes
quantités de cytokines immunomodulatrices comnfeN-y et/ou I'lL-4 qui, en retour, permettent I'activarti
d’autres populations immunes comme les DC, les NK,lymphocytes T et B. Les DC, en tant qu’'APC
professionnelles, sont de puissantes cellulesaaties des lymphocytes T conventionnels et ddslesliNKT.
Cependant, bien que souvent souligné dans ladlittér, le rdle des autres APC dans l'activation des

lymphocytes T conventionnels mais surtout des iNEStait relativement obscur lorsque ce travail lauté

Nous nous sommes dans un premier temps intéreggéddZB, celles-ci ayant la particularité d’exprimer
trés fortement les molécules du CMH de classensiajue le CD1d et ceci plus fortement que les RQus
montrons que les MZB sensibilisées avec un peplidéovalbumine sont capables d’activer les lympltes T
CD4', dont la réponse est orientée vers un profil Tiresl'activation des MZB par le CpG-ODN (agonidte
TLR-9). Cependant, de facon surprenante, les Mz Bwapables d’activein vitro les iINKT primaires en
réponse a #-GalCer libre, bien que les MZB soient néanmoingatées de présenteiFGalCer aux iNKT,
suggérant qu’il manque aux MZB des facteurs (sekilolu non) pour induire I'activation des iINKT. Cagén
intéressante, I'ajout de DC non sensibilisées vestda production cytokinique par les iINKT co-cu#ts en
présence de MZB sensibilisées avacGalCer. Les DC participent a cette I'activatiom vin mécanisme de
présentation croisée mais aussi via I'apport deetas manquant aux MZB. Ainsi, DC et MZB coopéneotir
une activation optimale des iNKT. Bien que les &st de puissantes cellules activatrices des iNi€lles-ci
représentent une population hétérogéne dans la Mates nous sommes intéressés a la population @ cD
majoritaire de la rate et localisée dans la zonggimale : les cDC CD& exprimant ou pas la molécule CD4.
Nous montrons que les cDC CBD8CD4" et CD4 activent de fagon équivalente les lymphocytes T
conventionnels CD4%et CD8. Cependant, de fagon intéressante, ces deux squsagions de cDC activent
differemment les iNKT en réponse a{GalCer. En effet, nous montroimsvitro etin vivo que les cDC CD8
CD4, population minoritaire, induisent une plus forfgoduction d'IFNy par les cellules iNKT
comparativement aux DC CRBCD4'. Ainsi, ces résultats montrent pour la premiéris fm role des MZB
dans I'activation optimale des iINKT en réponsecaGalCer libre, ainsi qu'un comportement différeesdous
populations de cDC CDRB8. Pris dans leur ensemble, ces résultats contribaérsi a une meilleure
compréhension des modalités d’'activation des iNKddalités qui pourraient ensuite étre utiliséesdanbut

thérapeutique afin d’optimiser I'activation des ilNK
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Summary

SUMMARY

The spleen, with its highly specialized lymphoid compartments, plays a central role in clearing blood-
borne pathogens. Innate immune cells, that are mainly present in the marginal zone of the spleen, are
strategically located to respond to blood-borne microorganisms and viruses. Among innate cells, there are many
populations of antigen-presenting cells (APC), as macrophages, marginal zone B (MZB) and dendritic cells (DC).
Along with these population of APC it was also suggested that invariant Natural Killer T (iNKT), a population of
innate-like T lymphocytes, were also located in the margina zone of the spleen. Unlike conventional T
lymphocytes, iNKT cells recognize exogenous and self (glyco)lipid antigens (Ag) presented by the non-classical
class | Ag presenting molecule CD1d expressed on APC, in particular DC. Upon lipid recognition, in particular
in response to the non-mammalian glycolipid, oa-galactosylceramide (a-GalCer), INKT cells have the unique
capacity to rapidly produce large amounts of immunoregulatory cytokines, including IFN-y and IL-4, which lead
to downstream activation of other immune populations (DC, NK cells, B cells and conventional T cells).
Through this property, iINKT cells influence the strength and quality of the ensuing immune response. Although
it is clearly established that DC are potent activators of conventional T lymphocytes and iNKT cells, the role of
other APC in conventional T and iNKT cell activation remained quite elusive when this study started.

We firstly investigated the role of MZB cells in iNKT cell activation. Indeed, these cells have the
particularity to highly express MHC Class |1 and CD1d molecule. We show that MZB cells, when loaded OVA
peptide, promote the release of IFN-y and IL-4 by antigen specific CD4" T lymphocytes and their stimulation
with CpG-ODN hiases them toward more Th1l inducers. Surprisingly, although able to present a-GalCer, MZB
cells sensitized with free a-GalCer do not directly activate exvivo sorted iNKT cells unless DC are added to the
culture system. Dendritic cells help MZB cells to promote iNKT cell activation in part through o-GalCer cross-
presentation and also through DC-expressed co-factors. Thus, DC and MZB cells provide helpto each other to
optimize iNKT cell stimulation. Although DC are potent iNKT cell activators, they represent an heterogeneous
population. We concentrated on the major splenic conventional DC (cDC) subset located in the marginal zone,
the CD8o” cDC expressing or not the CD4 molecule. We provide evidences that CD8a” CD4" and CD8u CD4
cDC are equally efficient at priming CD4" and CD8" T lymphocytes Surprisingly, when loaded with a-GalCer,
CD8a” CD4" and CD8u’ CD4 DC differ in their ability to activate INKT cells, in term of IFN-y production.
Indeed, the CD8u CD4 subset of cDC promotes in vitro and in vivo a higher production of IFNy by iNKT cells
relative to the CD8o CD4" subset. In conclusion, we show for the first time that MZB cells could participate to
optimal iNKT cell activation and that all DC subsets are not equivalent in their ability to activate iINKT cells.
Thus, our study is important to better understand the modalities of iINKT cell activation latter could be use to

optimal activate INKT cells, especially in the context of anti-tumour therapy.
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Introduction : Les cellules présentatrices d’astigs spléniques

INTRODUCTION

I. Les cellules présentatrices d’'antigenes delara te

1. La rate et la zone marginale

La rate est I'organe lymphoide périphérique le plolsimineux de I'organisme. I
présente une architecture unique qui lui confere plepriétés fonctionnelles spécifiques
importantes. Cet organe se compose de deux zostascths : la pulpe rouge impliquée dans
I'épuration du sang et la pulpe blanche impliquaesdl’établissement des réponses immunes
systémiques.

Anatomiquement, la rate est entourée d’'une capdellébres musculaires et de tissu
conjonctif. Partant de cette capsule, des travéesotlagene rayonnent dans le parenchyme
splénique soutenant sa vascularisation importdtreeffet, la rate est un organe richement
vascularisé. Des ramifications de I'artére spléaiq@mmeées artérioles centrales traversent
cet organe. Ces artéres sont entourées d'une gznartérielle de tissu lymphoide,
constituant la pulpe blanche composée de lymphscktale différentes sous populations de
cellules dendritiques (DC), de lymphocytes B orgéasien follicules, et tout au tour d’'une
zone marginale complexe. Il existe des différerarebitecturales et organisationnelles entre
la souris et 'lhomméFigure 1). Ainsi, chez la souris le sang des artérioles ckgtrarrive
dans le sinus marginal situé entre la pulpe blaette zone marginale de la rate (Mebius and
Kraal 2005; Pillai, Cariappa et al. 2005; Kraal &nebius 2006). Les parois de ce sinus étant
poreuses, le sang peut ainsi le traverser et gdgnpulpe rouge afin de repartir dans la
circulation via les sinus veineux. Chez I'hommeexistence du sinus marginal est
controversée (Pillai, Cariappa et al. 2005) et &mez marginale est divisée en deux
compartiments (interne et externe) autour de lpgblanche. Elle est délimitée de la pulpe
rouge par une zone périfolliculaire dans laqueliera le sang des artérioles (Pillai, Cariappa
et al. 2005).

La zone marginale, décrite pour la premiére fais 129 par MacNeal, n'a pas
d’équivalent dans les autres organes lymphoidescoG®gartiment constamment en contact

avec le sang, joue un réle important dans la phagse des antigenes (Ag) véhiculés par le
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sang. Ainsi, la zone marginale apparait comme en $tratégique pour la détection et le
contrble des Ag et agents pathogénes véhiculés Ipasang. Ces propriétés sont
principalement liées a la présence de cellulesrégmnt au systeme immunitaire inné parmi
lesquelles se trouvent des nombreuses cellulesenisdaces d’Ag (APCJFigure 2). Parmi
ces cellules, on trouve deux populations de maaoeh: les "marginal zone macrophages"
(MZM) et les "marginal metallophilic macrophagesVI\IM). Ces derniers ne sont pas
retrouvés chez I'homme (Weill, Weller et al. 200Qes MZM sont caractérisés par
'expression de la lectine SIGNR-1 (ou DC-SIGN chibBemme) et du récepteur d’épuration
de type 1 appelé MARCO. Les MMM sont quant a ewaaigrisés par I'expression de la
molécule d’adhérence SIGLEC-1 et bordent le sinaggimal coté pulpe blanche, comme les
macrophages subcapsulaires qui bordent le sinumpsblaire des gangliofNolte, Hoen et

al. 2000; Mebius and Kraal 2005). Enfin, localisédre ces deux couches de macrophages
(MZM externe et MMM interne), on retrouve de I'esigr vers l'intérieur, les lymphocytes
B de la zone marginale (MZB) ainsi que différensesis populations de DC (Mebius and
Kraal 2005). Nous nous concentrerons pour la slgtee mémoire sur ces deux dernieres

populations d’APC.

2. Les lymphocytes B de la zone marginale

2.1. Caractérisation des cellules MZB

2.1.1. Les MZB murines

Les MZB constituent une population minoritaire gimphocytes B retrouvée
dans la rate. Cette population ne représente qaelb% des lymphocytes B totaux, la
majorité des cellules B retrouvée dans cet orgalamt éconstituée de lymphocytes B
folliculaires (FoB), cette appellation étant lieeledur localisation au niveau des follicules
situés dans la pulpe blanche (Oliver, Martin etl8P9). Ces deux populations cellulaires se
distinguent par leur localisation mais aussi paur Iphénotype. En effet, les MZB,
contrairement aux FoB, expriment fortement 'immgiabuline (Ig) M ainsi que la molécule
CD21 (récepteur du complément de type 2 (CR2)aibldment I'lgD et la molécule CD23
(récepteur de faible affinité pour I'lgE) (Martimeé Kearney 2002). Ces cellules expriment
également d’autres récepteurs tels que CD9 (rameptépuration), CD35 (CR1) ou encore
CD25 (récepteur de la chainede l'interleukine-2 (IL-2)) (Pillai, Cariappa et 2005). Les
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MZB se caractérisent par un phénotype de cellyes-activées” lié a une forte expression de
base des molécules présentatrices d’'Ag tellesajgerhplexe majeur d’histocompatibilité ou
CMH de classe Il, la molécule CD1d, sur laguellaushaeviendrons plus tard, et des
molécules de co-stimulation telles CD40, CD80 et86[Roark, Park et al. 1998; Oliver,
Martin et al. 1999). Finalement, leur localisatidans cette zone est liée a une forte
expression de deux intégrines nommées LFA-1 (CONDa8) et VLA-4 ¢4p1) (Pillai,
Cariappa et al. 2005). Il est important de notez lps MZB chez la souris restent localisées

dans la rate et ne recirculent gas and Cyster 2002).

2.1.2. Les MZB humaines

Les MZB humaines ont un phénotype comparable a delsi MZB murines
(IgM"" gD cD21"" CD23)(Spencer, Perry et al. 1998). Cependant quelqifiésetces
sont a noter entre les deux espéeces. Par exengolgaicement aux MZB chez la souris qui
expriment fortement la molécule CD1d, les MZB humeai expriment une autre isoforme de
la famille CD1: la molécule CD1c (Weill, Weller &t 2009). Une autre différence importante
est la capacité des MZB humaines a quitter la eata recirculer. Elles adoptent alors un
phénotype de cellules mémoires et sont alors aaisées par I'expression de la molécule
CD27 (Spencer, Perry et al. 1998; Pillai, Cariapipal. 2005).

2.2. Maintien des MZB dans la zone marginale

Comme mentionnée ci-dessus, la localisation des Mt la zone marginale fait
intervenir deux intégrines : LFA-102p2) et VLA-4 (©4B1). Celles-ci sont fortement
exprimées par ces cellules et interagissent awes legands respectifs ICAM-1 et VCAM-1,
exprimés par les cellules stromales de la zone imaeg (Lu and Cyster 2002). Ainsi,
I'utilisation combinée d’anticorps bloquants disgéontre ces deux intégrines entraine la
disparition des MZB de la zone marginale. Ces @eesi quittent la rate et gagnent la
circulation sanguine (Lu and Cyster 20Q&igure 3)

Parallelement a ces deux intégrines, une autre auleléapparait importante pour le
maintien des MZB dans la zone marginale : il s'agitrécepteur S1P1 (ou récepteur 1 a la
sphingosine-1-phosphate) fortement exprimé par MZB et qui reconnait le
lysophospholipide sphingosine-1-phosphate (S1Rjai@on et ses collaborateurs ont montré
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limportance de ce récepteur dans le maintien d&8 Mn utilisant une drogue, F72b, qui
perturbe la fonction du récepteur S1P1 en causamtrgernalisation. Ainsi, I'exposition a
cette drogue induit un déplacement des MZB de laezmarginale vers les follicules
(Cinamon, Matloubian et al. 2004). De plus, biee ga développant normalement, les MZB
sont absentes de la zone marginale et localisé@eslda follicules chez les souris déficientes
pour le récepteur S1P1 (Cinamon, Matloubian et28D4; Cyster 2005). Le rdle de ce
récepteur dans le maintien des MZB dans la zonejimade s’expliquerait par la forte
concentration de son ligand S1P dans le sang. Reaurs, ce récepteur S1P1 jouerait
également un rble dans la survie des MZB, la sigatbn via ce récepteur induisant des
signaux anti-apoptotiques (Rosen and Goetzl 2@6®ure 3)

Bien que les MZB soient absentes de la zone mdegites souris déficientes pour le
récepteur S1P1, elles sont localisées dans lesulels (Cinamon, Matloubian et al. 2004). La
chimiokine CXCL13 sécrétée par les DC folliculaif€®9C) est requise pour leur migration
dans les follicules, puisqu’il 'y a pas de migoatides MZB dans les follicules chez des
souris déficientes pour S1P1 et CXCL13 (Cinamontldddian et al. 2004). Il semblerait que
la signalisation via le récepteur S1P1 s’opposgradient de CXCL13. Ainsi, I'engagement
de S1P1 avec son ligand pourrait empécher la répanSXCL13, induire I'expression de
molécule d’adhérence (telles LFA-1 et VLA-4) ou ere I'expression d’autres récepteurs
impliqués dans le maintien des MZB dans la zonegmale (Kraal and Mebius 2006). De
facon intéressante, il a également été montré guéponse notamment au LPS, les MZB
peuvent quitter la zone marginale pour les folksulEn fait, suite a leur activation, les MZB
diminuent I'expression du récepteur S1P1 et paséguent répondent ensuite a la chimiokine
CXCL13 (Cinamon, Matloubian et al. 2004igure 3)

Finalement, une étude chez la souris a égalementrénkimportance des MZM dans le
maintien des MZB dans la zone marginale. En elfetléplétion spécifique des MZM induit
une diminution des MZB de la zone marginale et haigration dans les follicules (Karlsson,
Guinamard et al. 2003). Il semble que le récepdARCO exprimé par ces macrophages
soit impliqué dans le maintien des MZB. En effatfilisation d’'un anticorps bloguant ce
récepteur perturbe la localisation des MZB qui éplatent dans les follicules. Cette étude
suggere ainsi I'importance de linteraction MZM/MZibur la localisation de ces dernieres

(Karlsson, Guinamard et al. 2003).
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2.3. Ontogénie et sélection des cellules MZB

Les données concernant le développement des lymigsoB et notamment des
MZB sont tres nombreuses. C’est pourquoi dans qeitée, je résumerai les principales

données concernant le développement des MZB.

2.3.1. Le développement des MZB

Les cellules B, incluant les MZB, sont généréessdamoelle osseuse a partir
de cellules souches hématopoiétiques CD3Zelles-ci se différencient en cellules B
progénitrices "pro-B" aprés interaction avec leButes stromales et en réponse a I'lL-7,
cytokine produite par ces cellules stromales. Ategle, les cellules réarrangent des genes de
la chaine lourde des Igs, entrainant la formationalchaine . Celle-ci en s’associant a une
pseudo chaine légére, Vpré-B &, forme le pré-BCR (pre-B cell receptor), qui doit
s’associer a I'’hétérodimeredfgp pour la transduction du signal (Karasuyama, Kudal.e
1990; Karasuyama, Rolink et al. 1993). Ce réceptearactérisant le stade de cellules B
précurseurs "pré-B" est important pour la différation des cellules pré-B en cellules B
immatures. En effet, 'engagement de ce réceptetmgt le réarrangement des genes de la
chaine légere aboutissant a la formation du BCRactéristique du stade de cellules B
immatures. Ces dernieres quitteront la moelle assepour les organes lymphoides
périphériques, notamment la rate, afin d’y pounmsiileur maturation. Dans les organes
lymphoides périphériques, les cellules B immatseeslifférencient en cellules B transitoires
(cellules B T1 puis T2) puis soit en MZB soit enBFselon les signaux regus. Il est a noter
gue récemment deux populations de FoB ont ététdecrles FoB de type | et de type Il qui

suivent des voies de développement distinctesa{Ritld Cariappa 2009igure 4).

Les cellules B T1 arrivent dans la rate via le®raostes centrales. En réponse aux
signaux transmis par le BCR et le récepteur de BAKFBAFF-R (B cell-activating factor of
the TNF family receptor), ces cellules se difféienten cellules B T2, caractérisées par une
forte expression de CD23 et de I'lgD et une expoesmtermédiaire de CD21. Les cellules B
T1 et T2 qui reconnaissent via leur BCR des Ag awee affinité suffisamment forte pour
induire l'activation du facteur Btk (Bruton’s tyrioe kinase)) se différencient en FoB de type
|. Cependant, une partie de ces cellules T1 etXpzZiraant un BCR ne reconnaissant pas les

Ag avec suffisamment d’affinité pour activer Btle différencient en précurseurs de MZB
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puis en MZB. Cependant si le compartiment MZB eshglet, les cellules T2 se différencient
en FoB de type Il, ces derniéres pouvant se diffdee en MZB sous certaines conditions
(Pillai and Cariappa 2009).

2.3.2. Facteurs impliqués dans la différenciati@s d1ZB

Les MZB se développent dans la rate plus tardivémee les FoBen suivant
une voie de développement distincte. En effet,&eetbppement des B immatures en MZB
dépend des voies de signalisation impliquant le Bf@aRle mais nécessaire) ainsi que BAFF-

R, NF«B, Notch2, et des signaux impliqués dans la mignatit le maintien dans la zone

marginale (Figure 5)

2.3.2.1. La signalisation BCR

L'implication de la signalisation via le récepte@CR régulant le
développement des MZB a été mise en évidence parsdis expériences de délétion ou
d’inactivation de certains genes clés dans la gateon de ce récepteur. Ainsi il est admis
gu'une forte signalisation via le BCR (suffisanteup activer le facteur Btk) favorise le
développement des FoB, alors qu'une faible sigaiis (insuffisante pour activer Btk)
favorise le développement des MZB (Pillai and Gap&a2009)Cette notion est renforcée par
des études utilisant des souris déficientes patiaioes protéines régulant la signalisation du
BCR. Ainsi, chez des souris déficientes pour degdpres régulant négativement la voie BCR,
comme les souris Aiolds(Cariappa, Tang et al. 2001) CD10vou, Zhao et al. 2009) ou
CD22" (Samardzic, Marinkovic et al. 2002), le nombre ME&B est diminué. Par contreeur
nombre est inchangé chez des souris déficientes gesi protéines régulant positivement
cette voie, comme les souris CD4%Pani, Siminovitch et al. 1997).

Il faut cependant noter qu’une étude de Wen etbolateurs a en partie contredit ces
données (Wen, Brill-Dashoff et al. 2005). En effiels auteurs montrent que les FoB se
développent en absence d’Ag spécifiques, et quEveloppement des MZB est facilité par
une faible dose d’Ag spécifiques. Dans cette étledeauteurs ne discriminent pas les FoB de
type | et de type Il. Les FoB de type Il se dévplam, contrairement aux FoB de type I, en
'absence d’Ag et indépendamment du facteur Btkrigp@a, Tang et al. 2001; Cariappa,
Chase et al. 2007). Ainsi, dans cette étude, ipesibable que les cellules FoB engendrées
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chez cette souris transgénique soient des FoBpeltyNéanmoins, ces auteurs confirment
gu’une faible dose d’Ag induit le développement WXB.

Bien qu’une faible signalisation via le BCR soitlispensable au développement des
MZB, celle-ci n'est pas suffisante et d’autres woide signalisation sont nécessaires,

notamment les voies BAFFR, N€B et Notch2 pour le développement optimal des MZB.

2.3.2.2. Les voies BAFF-R et MB-

BAFF est une molécule de la super famille du TN&iteSa I'interaction
avec son récepteur BAFF-R, elle active la voie ¥iBF€anonique. Cette voie, impliquant
I'activation de IKKB qui cible les facteurs p50 et Rel-A, est impliqu@as le développement
des MZB. En effet, le développement de ces celletgperturbé chez des souris déficientes
pour les protéines de cette voie, comme p50 (Gaaiapiou et al. 2000), REL (aussi noté c-
REL) (Cariappa, Liou et al. 2000) ou Rel-A (Piltand Cariappa 2009).

Par ailleurs, outre l'interaction BAFF/BAFF-R, aettoie NF«B canonique peut-étre
activée par le complexe protéique BCL10-MALT1-CARNKmduit par la voie BCR Btk-
indépendante). Ce complexe apparait également awomdle dans le développement des
MZB puisqu’une déficience pour I'une de ces pratéirltere le développement et la survie
des MZB (Xue, Morris et al. 2003; Pappu and Lin @00

2.3.2.3. La voie Notch?2

Un autre facteur crucial pour le développement BB est Notch2.

Celui-ci est exprimé par les MZB et apres intemctavec son ligand DL-1 (Delta like 1)
(présent en grande quantité dans la rate), il devgartie intracellulaire et interagit avec les
protéines RBP-J (repressor recombination bindirgepr-J) et MAML-1 (mastermind like 1)
afin de transduire ses génes cibles (Pillai andaPpa 2009). De récentes études utilisant des
souris déficientes pour les molécules Notch2, RBRFkMAML-1 ont permis de mettre en
evidence leur réle indispensable dans le développemles MZB, puisque ces cellules sont
absentes chez ces souris (Tanigaki, Han et al.;28@#to, Chiba et al. 2003; Oyama,
Harigaya et al. 2007; Wu, Maillard et al. 2007)r Rantre, la déficience pour une autre
molécule appelé MINT (MSX2-interacting protein),i @st un répresseur de la voie Notch2,
induit au contraire une augmentation du nombre d&NKuroda, Han et al. 2003), suggérant
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gue laugmentation de la voie Notch2 favorise leved@pement des MZBDe facon
intéressante, il a également été suggéré que ¢éaBOR s’oppose a la voie Notch2. Ainsi, il
semblerait qu’une forte signalisation BCR puisskeiiar la voie Notch2 en induisant des

inhibiteurs ou en diminuant I'expression des fateactivateurs (Pillai, Cariappa et al. 2004).

Les mécanismes par lesquels la voie Notch2 réguldéleloppement des MZB ne
sont pas clairement établis. Toutefois, il est fsgu’un lien entre cette voie et les protéines
en hélice-boucle-hélice E2A ainsi que les protéilid® et ID3 (dont l'activité s’oppose a
celle de E2A) existe et soit nécessaire au déveloept des MZB (Pillai and Cariappa 2009).
En effet, une diminution de E2A ou une augmentatitn ID2 et/ou ID3 favorise le
développement des MZB. Il a également été monteéNptch2 pouvait induire directement
la dégradation de deux isoformes de E2A (E12 e} Edidong, Martensson et al. 2004). Par
ailleurs, des souris déficientes pour FLil (pradéiagulant E2A, ID2 et ID2) ont un nombre
de MZB plus élevé comparativement aux souris sas/d@hang, Moussa et al. 2008).
Finalement, la localisation de son ligand, DL1, sldéan zone marginale favorise également

I'implication de Notch2 dans le développement deZBM

2.3.2.4. Autres molécules impliguées

En plus de ces différentes voies de signalisatiergéveloppement des
MZB nécessite d’'autres molécules. En effet, unéetu montré I'implication de la tyrosine
kinase Pyk-2 dans le développement mais aussi ldalogalisation des MZB dans la zone
marginale. En effet, cette molécule est impliquémsdla signalisation intracellulaire de
plusieurs voies, dont celle des intégrines LFA-VIeA-4, et par conséquent est nécessaire au
maintien des MZB dans la zone marginale. Pyk-Zaassi impliqué dans le développement
des MZB puisgqu’une mutation ou une absence de Rydnduit & une absence totale de MZB
(Guinamard, Okigaki et al. 2000; Kraal and Mebi@®&) Un autre exemple de molécule
impliqguée dans la signalisation des intégrines naaissi du BCR est la molécule CD109.
CD19 interagit via sa partie intracellulaire avec ghosphoinositide 3-kinase (PI3K) qui
active les protéines kinases AKT, dont la protétogo 1, permettant la transduction de génes
cibles importants pour le développement des MZBe Wrutation de CD19 ou de la PI3K
cause une diminution du nombre des MZB mettantveteace I'implication de ces molécules
dans le développement de ces cellules (ClaytordiBaml. 2002; You, Zhao et al. 2009). De

plus, il a récemment été montré que la déficiermg Froxo 1 conduit a une diminution du
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nombre de FoB et une augmentation de celui des EiZ&u'elle corrige le phénotype des
souris CD19 déficientes (Chen, Limon et al. 201Qnsi cette étude semble montrer
importance de Foxo 1 (régulé négativement par @Ddans le développement des MZB
(contréle de la balance FoB/MZB) (Chen, Limon e28l10)

2.3.3. Sélection

La perte d'un grand nombre de cellules B immatuss cours du
développement suggére l'existence d'un processuséflection négative. Cette derniere
permetl’élimination par apoptose (Hartley, Crosbie et 2891) ou l'inactivation par un
mécanisme d’anergie, des cellules auto réactivaslddBCR reconnait avec une trop grande
affinité les Ag du soi. Par ailleurs, des cellulesivent également échapper a cette sélection
par un mécanisme nommeé “receptor editing”. Par éeamsme, les cellules B immatures
réarrangent de nouveaux genes de la chaine legeBE€R, formant une nouvelle chaine. Ig
ou lgk afin de modifier sa spécificité antigénique (Gagsunders et al. 1993; Tiegs, Russell et
al. 1993). Ainsi, les cellules éditant un nouvealRBet étant peu ou pas auto réactives
gagnent la rate afin d’y poursuivre leur maturatose différencier en MZB ou FoB.

Il est aujourd’hui bien établi gu’'en plus de cesi@ection négative, les cellules B
subissent une sélection positive au cours de léuweldppement. En effet, il a été suggéré que
la survie des cellules dans les organes périphesiqait liée a une sélection positive. Celle-ci
dépendrait du BCR, et plus particulierement dediiaction avec son ligand, de la nature de
celui-ci et de l'affinité du récepteur pour cet Mjllai, Cariappa et al. 2005). Ainsi, il semble
gue le BCR soit important pour la survie des ceBuEn effet, Rajewsky et ses collaborateurs
ont montre, par des expériences de délétion clahalgenes des chaines lourdes et Iégeres,
gue le BCR est crucial pour la survie (Lam and &ftava 1997), puisque toutes les cellules

sont éliminées en son absence.

2.4. Fonctions effectrices des cellules MZB

De par leur localisation stratégique dans la zoaegmale, les MZB constituent
une premiére ligne de reconnaissance des agehisggatks via les PRR (Pattern recognition
receptor) et notamment les TLR (Toll like receptonpis aussi de défense contre les

microorganismes via la production rapide d’antisorgn effet, les MZB sont capables de
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produire tres rapidement des anticorps de type digés contre un nombre limité d’Ag
"conservés" véhiculés par le sang (Martin, Oliveale 2001). D’ailleurs, les MZB, ainsi que
les cellules de type B1 (cellules caractériséed’'gmpression de CD5 et retrouvées dans la
cavité péritonéale et la rate), sont a l'origineragre répertoire d’anticorps naturels. Cette
réponse précoce leur permet d'étre impliquées demsunité innée. Mais ces cellules ont
également un réle dans I'immunité adaptative. Aines MZB sont impliquées dans la
réponse humorale T-indépendante, mais aussi daméptanse T-dépendante, notamment
grace a leur proprieté d’APC. Une autre caractgtist de ces cellules est leur capacité a
transporter les Ag de la zone marginale aux fdlisuafin d’initier la réponse immune

adaptative.

2.4.1. Laréponse T-indépendante

Depuis longtemps, la rate apparait comme |'orgdé@edans la mise en place
de la réponse humorale contre les Ag T-indépendaetsx-ci étant capables d’activer les
lymphocytes B sans coopération avec les lymphodyt€es Ag peuvent étre classés en deux
catégories : dans la premiéere catégorie, on retr@sgentiellement les composants des parois
bactériennes, dont 'exemple type est le lipopalgkaride (LPS) des bactéries a gram négatif.
A forte concentration, ce type d’Ag induit une aation polyclonale des cellules B. Le
deuxieme groupe est principalement constitué dgues molécules polysaccharidiques a
motifs antigéniques répétitifs, tel que le dextan encore le Ficoll. Dans ce dernier cas,
I'agrégation de ce type d’Ag sur le BCR des cefiuBesuffit a les activer (production d’IgM).
Chez I'homme, une splénectomie induit une augmiemtate la susceptibilité aux bactéries
encapsulées ainsi qu'un défaut de la réponse hlen(rikhite 1976). Avant I'age de deux
ans, la réponse contre ces microorganismes emdildifét probablement en partie liée au fait
gue jusqu’a cet age, la zone marginale n'est paspEiement développée et organisée
(Cowan, Ammann et al. 1978). Des observations airag ont été obtenues chez les souris
(Amlot, Grennan et al. 1985). L'importance des Md@a&ns I'établissement de ces réponses
devient évidente grace aux travaux réalisés chezsdaris déficientes en MZB (Cariappa,
Tang et al. 2001; Tanigaki, Han et al. 2002), contesesouris Pyk-2 (Guinamard, Okigaki
et al. 2000) qui montrent un défaut de cette rép@mdicorps contre les Ag T-indépendants.
Bien que le "premier" signal pour I'activation desllules B vis-a-vis d’Ag T-indépendants
soit issu du BCR, le "second" signal apparait potdraent induit par des ligands TLR. Les
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MZB sont bien équipées en TLR, et la stimulationcde derniers induit la prolifération, la
production d’anticorps mais aussi la maturationanohent la production de cytokines,
participant par la suite a la modulation de la réggoT, par les MZB (Barr, Brown et al. 2007,
Gururajan, Jacob et al. 2007; Rubtsov, Swansoh 20@8). En effet, la stimulation des MZB
par différents agonistes TLR induit une productitencytokines, différentes des FoB et des
DC. Les MZB produisent ainsi de 'lL-10 (par stiratibn des TLR-2, -4 et -9) alors que les
FoB sécretent de I'interféron{IFN-y), et toutes deux produisent de I'lL-6 (Barr, Broetral.
2007). Apres activation, les MZB se différenciegaiement rapidement en plasmocytes et
produisent de grandes quantités d’IgM (et IgG3duament chez la souris)). Par exemple, en
réponse au LPS, les MZB sécretent tres rapidendestZ-3 jours) des IgM (Oliver, Martin et
al. 1999). Cette capacité a sécréter rapidementadisorps est due a leur phénotype de
cellules "pré-activées”, qui les rend plus sensil§@liver, Martin et al. 1999). En effet, ces
cellules expriment un niveau basal plus élevé deontes de co-stimulation CD80 et CD86
(Oliver, Martin et al. 1999) et du facteur Blimp€yi régule la différenciation en plasmocytes
(Martin, Oliver et al. 2001). Ainsi, les MZB paripent a I'élaboration de ces réponses
humorales. Toutefois, il semble que les DC participégalement a I'élaboration de ces
réponses en interagissant avec les MZB. Ainsi,ecatteraction est importante dans
I'établissement de la réponse T-indépendante etrdfpe facteurs issus des voies BAFF et
APRIL (molécules exprimées par les DC) (Balazs, tMaet al. 2002; Kraal and Mebius
2006).

2.4.2. Laréponse T-dépendante et la propriété CAP

La réponse T-dépendante nécessite une coopératinles lymphocytes B et
T pour la production d’anticorps. L'intervention sdéymphocytes T est nécessaire a la
commutation isotypique. Dans ce cas, ces Ag T-ddgrendoivent donc étre captes, degradeés
et présentés via les molécules du CMH. Les MZB sopiipées pour la présentation d’Ag
protéigues et pour I'activation des lymphocytesuXikaires. En effet, comme mentionné ci-
dessus, les MZB expriment tres fortement, a I'éésal, les molécules de co-stimulation de la
famille B7 (CD80 et CD86), ainsi que les molécuteésentatrices d’Ag en particulier les
molécules du CMH de classe Il mais aussi le CDlalgaule sur laquelle nous reviendrons
plus tard. Ainsi, les MZB présentent toutes lesactiristiques d'une APC et peuvent
présenter des Ag aux lymphocytes T. Attanavanickestcollaborateurs ont montré que les

22



Introduction : Les cellules présentatrices d’astigs spléniques

MZB capturent rapidement et efficacement les Agdraens et sont capables de les présenter
aux lymphocytes T CD4(Attanavanich and Kearney 2004). Les MZB sont doapables
d’interagir avec ces lymphocytes T CDBt d'induire directement leur activatiem vivo et in
vitro (Attanavanich and Kearney 2004; Lopes-Carvalhotéebal. 2005)Nous reviendrons
plus tard sur cette notion d’APC des MZB.

La capacité des MZB a produire des anticorps cdagé\g et a migrer en réponse aux
Ag dans la pulpe rouge ou ils peuvent se diffémmen plasmocytes, suggére également
limplication de ces cellules dans la réponse Temé&ante extrafolliculaire contre ces Ag
notamment protéiques (MacLennan, Toellner et ab320En effet, cette réponse qui a lieu
dans la pulpe rouge ou a l'interface entre les gohet la pulpe rouge (mais pas dans les
follicules) ne nécessite pas la formation de cememinatif mais peut s’accompagner
d’hypermutations somatiques (William, Euler et2002). Ainsi bien que les Igs de surface
des MZB soient en configuration germinale, quelquagaux ont néanmoins montré que les
MZB peuvent présenter des hypermutations somatiguasveau de la chaine lourde des Igs
(Makowska, Faizunnessa et al. 1999).

2.4.3. Transport des antigenes de la zone margiaakefollicules

Bien que chez la souris les MZB soient incapablesretirculer, il a été
démontré que ces cellules sont capables de capgerAd opsonisés par le complément
(complexes immuns (IC)) et de les transporter dedae marginale jusqu’aux follicules
(Ferguson, Youd et al. 2004), ou ils sont transamis FDC afin d’initier la réponse immune
adaptative. L’accumulation des IC sur les FDC egefnent réduite lorsque les MZB sont
absentes de la zone marginale (Ferguson, Youd 20@#). Les récepteurs du complément
CD35 et surtout CD21, fortement exprimés sur lesBM&ont impliqués dans la capture
efficace de ces IC. En effet, une déficience de T8# les MZB empéche le transport des IC
par les MZB dans les follicules (Youd, Fergusoale2002).

Cinamon et ses collaborateurs ont démontré ques@glement les MZB transportent les
Ag dans les follicules, mais aussi qu’elles reteatndans la zone marginale (Cinamon,
Zachariah et al. 2008). Ainsi, ces cellules fonhéaette entre ces deux zones. Ce processus
est régulé par les récepteurs S1P1 (reconnaisdf)ted CXCR5 (reconnaissant CXCL13).
En effet, le transport des Ag dans les folliculssfertement perturbé chez des souris S1P1
et CXCL13" (Cinamon, Zachariah et al. 2008).
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2.5. MZB et pathologies

La littérature sur I'implication des MZB au cour® ghrocessus pathologiques
inflammatoires et infectieux est restreinte. Néamsoleur role a été suggéré dans le
développement de certaines pathologies auto-imm{unass, diabete de type |,...), virales et
bactériennes. Par ailleurs, il existe chez I'hormueenombreux lymphomes B dérivés des
lymphocytes MZB et trés souvent associés a de<tiofes : C'est le cas notamment des
lymphomes associés aux infections a certains ‘lseyg@s’ ou au virus de I'hépatite C ou
encore aux agents pathogenes de Bgreelia burgdorferi, Helicobacter pylori ou chlardia
psittaci (Suarez, Lortholary et al. 2006). Cette partie@ecentrera sur les pathologies auto-

immunes et les infections (virales et bactérieg)leable des MZB a été le plus approfondi.

2.5.1. Les pathologies auto-immunes

La présence de clones "auto réactifs" parmi I@BMinsi que la capacité des
MZB a produire tres rapidement des IgM laissentpsgpr un réle de ces cellules dans le
développement des pathologies auto immunes (pajfiesl@ssociées a une perturbation de la
tolérance). Ainsi, I'implication des MZB a été déerdans des modeles murins de lupus

érythémateux, mais aussi de Diabete de type |.

Le lupus érythémateux est une pathologie auto ineroaractérisée par la production
d’auto anticorps dirigés contre de nombreux Ag agpant a différents compartiments
cellulaires, dont le noyau. Il existe différentsdates murins pour I'étude du lupus (NZB/W,
MRL/lpr,...). Il a été observé chez ces souris, aurgale la pathologie, une expansion et une
hyper activation des MZB, qui semblent responsablieda production des auto-anticorps
(Schuster, Martin et al. 2002). Cette expansion WZB, et plus généralement des
lymphocytes B, est observée dans les modeles mdéwsloppant spontanément un lupus
(Wither and Vukusic 2000), mais également dansntesleles de lupus induit (Grimaldi,
Michael et al. 2001). Chez la souris lupique deetiZB/W, qui développe spontanément une
glomérulonéphrite, I'expression basale des molécde co-stimulation (CD80 et CD86) sur
les MZB ainsi que la production d’lIL-10 sont beaujg@lus élevées comparativement aux
souris sauvages (Wither and Vukusic 2000; Witheh ket al. 2005), rendant ainsi les MZB

des souris lupiques extrémement sensibles a uivatiamh.
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L’implication des MZB a également été décrite dansautre modele de pathologies
auto-immunes : le diabéte de type I. Il a égalend&ihbbservé chez des souris NOD (modéle
murin pour I'étude du diabéte de type |) une exmamet une hyper activation des MZB (Rolf,
Motta et al. 2005). Par ailleurs, il semble que \&8B de ces souris soient capables de
présenter un auto-Ag, I'insuline, aux lymphocyteslidbétogéniques, potentialisant ainsi le

développement de la pathologie (Marino, Batteal.€2008)
Toutefois, ces observations restent descriptivesawgtun lien mécanistique n’est

clairement établi entre les MZB et I'initiation des pathologies.

2.5.2. Les pathologies infectieuses

2.5.2.1. Les infections bactériennes

La déficience en MZB chez des souris (comme lesis&BP-J™ ou p50")
induit une augmentation de la susceptibilité augtdrées de typeStaphylococcus aureus
(Tanigaki, Han et al. 2002) aftreptococcus pneumoniésha, Liou et al. 1995; Cariappa,
Liou et al. 2000).

Un role direct des MZB a été démontre, chez laispdians le développement de la
réponse immune lors de I'infection bactérienne IpaspirochéteBorrelia hermsii En effet,
Belperron et ses collaborateurs ont montré quéettion par ce pathogéne active les MZB
qui produisent des IgM spécifiques du spirochégequai induit une diminution de la charge
bactérienne (Belperron, Dailey et al. 2005). Leteas montrent également chez des souris
dépourvues en MZB dans la rate, que cette produdaigM est fortement réduite et la
charge bactérienne fortement augmentée (BelpebDaitey et al. 2005). La molécule CD1d,
fortement exprimée par les MZB (Roark, Park etLP8), est importante dans cette réponse
anticorps, puisque des souris déficientes poue catilécule montrent une diminution de la
réponse anticorps et une augmentation de la cHaagirienne (Belperron, Dailey et al.
2005). Ces mémes auteurs ont plus récemment mbmipéication des MZB dans I'infection
par le spirochéetdBorrelia burgdorferj agent responsable de la maladie de Lyme, et plus
particulierement dans l'initiation de la réponsé&quce et de la réponse lymphocytaire T
spécifigue du pathogene (Belperron, Dailey et 807). En effet, en utilisant des souris
déficientes en MZB, les auteurs ont montré une rlion de la production des anticorps

IgM spécifiques du pathogene, une augmentationadehkrge bactérienne ainsi qu’une
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arthrite plus sévere. lls montrent aussi une ditionude la production des IgG spécifiques du
spirochéte, corrélée a une diminution de I'actatides lymphocytes T CD4et de la
production cytokinique (Belperron, Dailey et al0Z(.

2.5.2.2. Les infections virales

De par leur position stratégique, les MZB sont égednt exposées aux
particules virales ou cellules infectées par dassyprésentes dans le sang circulant.

Comme l'ont montré Gatto et ses collaborateurs, MB&B participent aux phases
précoces de la réponse antivirale (Gatto and Bachn2005). Les MZB représentent
également des cibles potentielles pour certains\at en particulier les virus de la famille des
‘herpes virus’ (Marques, Efstathiou et al. 2003rrRi cette famille de virus, on retrouve le
virus d’Epstein—Barr ou encore le Cytomegalovir@My/). Ces infections virales a caractere
chronique sont trés souvent associées chez I'hoendes lymphomes B (Suarez, Lortholary
et al. 2006). Par ailleurs, des études ont motitez ta souris, une expansion polyclonale des
lymphocytes B, en particulier des MZB, en réponseCMV murin (Karupiah, Sacks et al.
1998). Il est possible que cette activation dépeshddLR-9, sachant que ce récepteur est
impliqué dans I'activation des DC et des cellulesdpisant de I'lFN de type | en réponse au

Virus.

Toutefois, comme pour les pathologies auto-immumesole direct des MZB n’a pas

été décrit.

En conclusion, dans la zone marginale de la taseMZB représentent de véritables
sentinelles du systeme immunitaire en réponse aAdeghiculés par le sang. En effet, ces
cellules sont capables de produire tres rapideaegrandes quantités d’anticorps (type IgM)
en réponse a une stimulation notamment microbiehas. MZB participent également au
développement de la réponse immunitaire adaptatitg1) directement grace a leur fonction
d’APC mais aussi (2) indirectement notamment enspartant des Ag exogenes jusqu’aux
DC qui vont a leur tour initier la réponse immuitga Les DC dans la rate représentent,
comparativement aux MZB, une population tres comglgue je vais maintenant vous

présenter.
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3. Les cellules dendritiques spléniques

Les DC ont été observées pour la premiére foisiwean de I'épiderme par Paul
Langerhans en 1868. Pres d’un siécle plus tard9&8, Steinman et Cohn décrivent pour la
premiere fois les DC dans des organes lymphoid@tustparticulierement dans la rate de
souris (Steinman and Cohn 1973). Ces cellules dbieur nom aux nombreux
prolongements, semblables aux dendrites des nesjrqoeleur donnent une forme étoilée.
Les DC sont de véritables sentinelles du systénmuinitaire et des APC professionnelles,
car elles sont capables a elles seules d'initiee w@ponse immunitaire (Hart 1997,
Banchereau and Steinman 1998). L'interaction desa® les lymphocytes T naifs CDet
CDS8" peut conduire a la mise en place d’'une réponseuimeneffectrice ou régulatrice. Nous
y reviendrons plus tard.

Les progrés sur la caractérisation de ces cellueseté lents en raison de leur faible
proportion dans les tissus ainsi que de la diffcula les distinguer des
monocytes/macrophage$outefois, dans les années 1990, le développenemhéthodes
pour générer ces cellul@svitro, & partir de cellules du sang (chez 'homme) olad®moelle
osseuse (chez la souris), a permis une avancéalémide de la connaissance sur les DC.
Plus récemment, les avancées technologiques quhaamment permis leur isolement a
partir de tissus (chez la souris) et du sang (die@nme) ont conduit a une meilleure
caractérisation des populations de DC. Ainsi, depelr premiére description plusieurs sous
populations distinctes de DC, ayant en commundapacité a capturer, dégrader et présenter
des Ag aux lymphocytes T ont été deécrites aussi bans les tissus lymphoides que non
lymphoides (Sathe and Shortman 2008).

3.1. Hétérogénéité des DC

Les DC constituent une population trés hétérogemeledcocytes d’origine
hématopoiétique retrouvée dans tous les tissushgidps et non lymphoides. Les DC
peuvent ainsi étre classées hiérarchiqguement &retits groupes et sous groupes selon leur
phénotype, leur localisation, leur capacité a nmigne encore leur capacité a induire et a

polariser la réponse immunitaire (Shortman and I28i7; Villadangos and Schnorrer 2007).
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Les DC localisées dans les tissus périphériquesymgphoides, comme les poumons, la
peau ou encore lintestin (Bell, Young et al. 1988yrent continuellement dans les ganglions
drainants participant ainsi au maintien de la toiée périphérique (Huang and MacPherson
2001). Ces DC sont appelées "DC migrantes”. Abtens les ganglions, les "DC migrantes”
représentent environ 50% des DC totales, le resteespondant aux "DC résidentes”. En
réponse a une inflammation/infection de ces tigsésphériques, la proportion de DC
"migrantes” dans les ganglions drainants va augeneet ainsi permettre avec les DC
“résidentes” I'initiation de la réponse immune denganglion. Nous reviendrons un peu plus
tard dans ce manuscrit sur les fonctions des DC.

Ces deux types de DC, "migrantes" et "résidentss'distinguent par leur phénotype.
En effet, les DC "résidentes" expriment plus faitdat les molécules du CMH de classe Il et
de co-stimulation (expression qui augmente aprégation (Wilson, El-Sukkari et al. 2003))
comparativement aux DC "migrantes”. De facon irggmate et contrairement aux ganglions,
les DC de la rate (et du thymus), sur lesquellesmeviendrons au cours de cette thése, sont
constituées de DC "résidentes" (Villadangos anch&chr 2007).

Parallelement a ces deux populations de DC préselates les ganglions, I'apparition
d’'une autre catégorie de DC en condition inflamnnatou infectieuse complique encore un
peu plus les choses : ces DC sont dites "DC inflatoires” (Shortman and Naik 2007). Ces
cellules peuvent étre générées a partir de mor®aylammatoires CCR2ALy6C" Grl" chez
la souris et CD1%" CD16 chez 'homme)in vivo en présence de GM-CSF (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) lors d’'undeation, d’'une inflammation (Naik,
Metcalf et al. 2006) ou en réponse a des "signaugahger" (ex : ligands des TLR) (Nagai,
Garrett et al. 2006). Ces cellules se distinguest@C trouvées en conditions basales par leur
phénotype CD11¥" MAC3* CD4 et CD8 (Shortman and Naik 2007). Ces cellules sont
également nommées "Tip-DC" (Tumour-necrosis faata inductible nitric-oxide synthase-
producing DCs), celles-ci apparaissent chez la isoau cours d’infections (ex L.
monocytogenggSerbina, Salazar-Mather et al. 2003).

Ainsi, le réseau de cellules dendritiques est cergkt je me concentrerai maintenant

principalement sur les DC spléniques, qui bien cuestituées de "DC résidentes" forment
une population hétérogene.
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Table 1| Mouse dendritic-cell subsets

Features Lymphoid-organ-resident DC subsets
CD4" DCs CD8* DCs DN DCs

Location

Spleen Yes Yes Yes
Subcutaneous lymph nodes  Yes Yes Yes
Visceral lymph nodes Yes Yes Yes
Thymus Yes Yes Yes
Surface markers

CD11c et +++ +++
CD4 - - -
CD8 - +4 =
CDz05 - ++ —+
CD11b ++ - e
Langerin = ok =
CDz24 + ++ -
SIRPax + - +

Figure 6: Classification et caractéristigues des DC murine&agres
(Villadangos and Schnorrer 2007))
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3.2. Caractérisation des sous populations de D@&rmues

Une premiere distinction peut-étre faite entre"BE conventionnelles” (cDC)
et les "DC plasmacytoides" (pDC), distinction égaeat valable chez 'homme (Shortman
and Naik 2007). Ces deux populations de DC sorleggat présentes dans les autres tissus,

lymphoides ou non.

3.2.1. Les cDC spléniques

Les cDC constituent une population hétérogene agantommun une forte
expression de l'intégrine CD11c.

Chez la souris, nous pouvons tout d'abord distingleux groupes sur la base de
I'expression de la molécule CR8 un groupe majoritaire (75% de DC spléniques) €D8
egalement nommée DC "myéloides” (Pulendran, Tarad. 2008) et un groupe minoritaire
(25% de DC spléniques) C@8 également nommée DC "lymphoides” (Pulendran, Bhrad,
2008). Il est a noter que la molécule @D8xprimée par les cDC est sous forme d'un
homodimére oo, alors qu’elle est présente sur les lymphocytes olissforme d'un
hétérodimerenf (Vremec, Zorbas et al. 1992; Vremec, Pooley e2@00). Ces deux sous
populations de cDC expriment également differemnaéaaiitres types de marqueufgjure
6). Par exemple, les cDC C&Xxpriment spécifiquement les molécules CD11b, CD®bIR
Sirpw), CIRE, FIRE et DCIR2 (ou 33D1), alors que les cDED8u" expriment
spécifiguement les molécules CD205 (ou DEC205), £ D36, Clec9A (C-type lectin-like
receptor) ou encore Necl-2 (Nectin-like proteinRlpert, Pearce et al. 1998; Vremec, Pooley
et al. 2000; Galibert, Diemer et al. 2005; CaminsClorbett et al. 2006; Lahoud, Proietto et
al. 2006; Dudziak, Kamphorst et al. 2007; Caminséhioietto et al. 2008; Huysamen,
Willment et al. 2008; Sancho, Mourao-Sa et al. 300@ facon intéressante, des études tres
récentes montrent que les cDC GD8murines et leur équivalent humain expriment
spécifiguement un récepteur aux chimiokines, XCRC chemokine receptor 1) (Dorner,
Dorner et al. 2009; Bachem, Guittler et al. 20109z@t, Guiton et al. 2010) dont le ligand
XCL1 est sécrété par les lymphocytes T CBnalement, ces deux sous populations de cDC
expriment également différents types de TLR. Bigieltes aient en commun I'expression du
TLR-9, les cDC CDR&" expriment spécifiquement les TLR-3, -11/12 et |IBCcCD& le
TLR-7 (Edwards, Diebold et al. 2003; Yarovinsky,adly et al. 2005; Shortman and Heath

2010). Ainsi, I'expression différentielle de I'emsble de ces récepteurs pourrait expliquer les
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fonctions biologiques différentes de ces deux gmmilations, fonctions sur lesquelles nous
reviendrons plus tard.

La classification des cDC ne s’arréte pas la pwsghacune de ces deux sous
populations de cDC est elle-méme divisée en dews-gooupes. Ainsi, la population
majoritaire CD@& est divisée sur la base de I'expression de la m@#e€D4 en une
population majoritaire CD8 CD4 et une population minoritaire CB8CD4 (Vremec,
Pooley et al. 2000). Plus récemment, la populatiaroritaire CD8" a également été divisée
sur la base de I'expression de deux moléculegngdrine ou CD207 et I'intégrine CD103.
Ainsi, ont été décrites les populations GD&ED103 CD207 et CD&" CD103 CD207
(Flacher, Douillard et al. 2008; Idoyaga, Sudal.e2@09; Qiu, Miyake et al. 2009).

Chez 'homme, les DC de la rate et des organes Hygidles sont tres mal connues.
Toutefois, quelques études réalisées sur des DCaihem isolées de tissus lymphoides,
notamment la rate, ont également montré une hé&iréig de ces cellules semblable a celle
observée chez la souris (Mcllroy, Autran et al. 8;99hortman and Liu 2002). Cependant, la
plus grande majorité des travaux concernant leshd@aines ont été réalisés sur des DC du
sang ou des DC générénsyitro a partir de monocytes. Les premiéres données cianiay
postulaient que les DC BDCA-l1et BDCA-3 (CD14I) humaines correspondaient
respectivement aux cDC CBB8et CD& " murines (Dzionek, Fuchs et al. 2000; Robbins,
Walzer et al. 2008). Par exemple, tout comme |68 €D&:", les DC BDCA-3 expriment le
TLR-3, Necl-2 ou encore Clec9A (Galibert, Diemeragt 2005; Caminschi, Proietto et al.
2008; Huysamen, Willment et al. 2008; Robbins, Walet al. 2008; Sancho, Joffre et al.
2009). De facon trés intéressante, des travauxré@ents sont venus confirmer que les DC
BDCA-3" humaines correspondaient aux cDC @D8urines et ont en commun le récepteur
XCR1 (Bachem, Guttler et al. 2010; Crozat, Guiton et 2010). Bien que faiblement
représentée, cette population de DC BDCAest également présente dans la rate (Poulin,
Salio et al. 2010).

3.2.2. Les pDC spléniques

Les pDC ont été classées dans la famille des DQejagvement recemment
(Grouard, Rissoan et al. 1997; Cella, Jarrossay. d1999; Siegal, Kadowaki et al. 1999).Ces
cellules présentent des caractéristiques phénatgpiget fonctionnelles suffisamment
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différentes des cDC pour constituer un groupe @sedleules. Toutefois, ces cellules sont
connues depuis plusieurs années sous plusieursni@&atmns, "cellules T associées aux
plasmocytes" (T-cell associated plasma cell), Ubed T plasmacytoides” (plasmacytoid T
cells) ou "cellules productrices d’interféron deayl" (IPC pour "IFN producting-cells”)
(Villadangos and Young 2008). Cette derniere dénation fait référence a leur capacité
unigue a sécréter rapidement de grandes quantitéd de type | (Liu 2005) suite a leur
activation (infection virale ou stimulation des Ti/Ret -9). Cette capacité est liée a leur
expression constitutive du facteur de transcriptiBir-7 (Fitzgerald-Bocarsly, Dai et al.
2008). C’est en 1999 que Siegal et ses collabaiafeat le lien entre pDC et IPC (Siegal,
Kadowaki et al. 1999). Paralléelement a leur apsétud produire rapidement de grandes
quantités d’'IFN de type | suite a leur activatitas pDC vont également subir d'importantes
modifications phénotypiques. D’'une part, c’'est épanse a une activation que les pDC
acquierent une morphologie typique de DC (dévelopgre de dendrites) (Nakano, Yanagita
et al. 2001). D’autre part, les pDC vont exprimerspde molécules du CMH de classe 1l et de
co-stimulation, leur permettant ainsi d’activer lgsnphocytes T naifs (Asselin-Paturel,
Boonstra et al. 2001; Nakano, Yanagita et al. 20@Bux sont ces observations qui ont
justifiées leur inclusion dans la famille des DC.

Dans la rate, les pDC ont un phénotype de cellitematures" et sont parfois nommées
"pré-DC" a I'état basal (Shortman and Naik 2007¢s ellules expriment exclusivement,
aussi bien chez la souris que chez I'homme, les-TLlR -9 (Mouries, Moron et al. 2008).
Chez la souris, les pDC expriment faiblement laéoole CD11c et sont dépourvues de
I'intégrine CD11b. Elles se caractérisent par l'egsion des molécules CD45RA/B220, Grl,
Ly6C ainsi que SIGLEC-H, lectine récemment idedéfcomme un marqueur spécifique des
pDC murines (Liu 2005; Zhang, Raper et al. 200&) &illeurs, contrairement aux pDC
humaines, les pDC murines expriment la molécule €Ciolécule présentatrice apparentée
aux molécules de classe I. Chez 'homme, les pD@imrent ni le CD11c ni la molécule
CD1d, mais se caractérisent par I'expression dégutnolécules : CD4, CD123 (récepteur de
'L-3), et plus spécifiguement BDCA-2 (lectine dgpe C) et BDCA-4 (Neurophiline-1,
récepteur souvent utilisé pour les isolés) (Dzigi@dhma et al. 2001; Merad and Manz 2009).
Les pDC constituent une population plutét homogeéoneparativement aux cDC. Toutefois,
une étude a décrit I'existence dans la rate d'@us population de pDC exprimant faiblement
la molécule CD8" (Asselin-Paturel, Boonstra et al. 2001).
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3.3. Localisation et homéostasie des sous poputestide DC spléniques

3.3.1. Localisation des sous populations de DCreglées

Les différentes populations de DC ont été déecptasg avoir des localisations
distinctes dans la rate.

A I'état basal, les cDC CDB sont localisées dans la zone marginale et la pulpge
(McLellan, Kapp et al. 2002). Aucune étude a ce joa montré une localisation différente
entre les deux sous populations cDC @D& savoir les cDC CD4et CD4. Suite a leur
activation, les cDC CD8 vont migrer dans les zones T afin d’activer lesphocytes T (De
Smedt, Pajak et al. 1996; Reis e Sousa, Hieny. ¢98I7). Les cDC CD8 ont quant a elles
longtemps été décrites dans les zones T. Ceperwddig,localisation a récemment été remise
en question. En effet, alors que la sous populadmreDC CD&" CD103 CD207 est bien
retrouvée dans les zones T de la rate, la soudlgimpuCD8 " CD103 CD207 a quant a
elle été localisée dans la zone marginale de éa(fdbyaga, Suda et al. 2009; Qiu, Miyake et
al. 2009).

Les pDC représentent environ 0.3% des DC splénigaesseraient situées
principalement dans la pulpe rouge mais aussi tmrr®ne marginale chez la souris (De
Smedt, Pajak et al. 1996; Asselin-Paturel, Brizrdl. 2005).

3.3.2. Homéostasie des sous populations de Déhisjpies

Des expériences utilisant le BrdU (5-bromo-2-deage) pour marquer les
cellules qui se divisenih vivo, montrent qu’'a peu pres 5% des DC spléniquesesodtvision
a I'état basal (Kabashima, Banks et al. 2005). fodifgration de ces cellules est régulée par le
FIt3L (ligand de la Fms-like tyrosine kinase 3) latlymphotoxinep. Les effets de la
lymphotoxine  semblent étre limités quaux cDC C®&8Kamath, Henri et al. 2002;
Kabashima, Banks et al. 2005), alors que le Fliiessentiel pour 'lhoméostasie de toutes
les DC spléniques (cDC et pDC), en régulant notamirfer division cellulaire (Waskow,
Liu et al. 2008). L'observation de la division dBXC était inattendue, celle-ci allant a
'encontre du dogme qui stipulait que les DC repnégient un stade différencié incapable de
se diviser. Cependant, plusieurs expériences debjpse sont venues conforter cette notion
de division cellulaire. En effet, 'utilisation deouris parabiotiques a montré que les DC
spléniques, contrairement aux lymphocytes B etelsant pas totalement échangées entre les

parabiotes (cellules du san@fabashima, Banks et al. 2005). Ainsi ces expéasmontrent
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gue les DC spléniques peuvent s’auto-renouveétiesitu (Kabashima, Banks et al. 2005).
Cependant, cet échange incomplet peut égalemexplisiger par la demi-vie courte des
précurseurs de DC dans le sang. En effet, en gédasaparabiotes et en suivant la mort des
DC, il a été établi que I'homéostasie (et le reradlevnent constant) de ces cellules dépend
egalement de précurseurs issus de la moelle osg¢gelséloyo, Martin et al. 2002; Diao,
Winter et al. 2006; Liu, Soumelis et al. 2007). giinces études ont permis d’identifier un
précurseur immediat, la "pré-DC" (Naik, Metcalf &t 2006) dans la rate des souris. Ce
précurseur semble étre a l'origine de la formaties cDC CD8& et cDC CD8" mais pas
des pDC, ces dernieres étant générées dans laenmmsdbuse et gagnant la rate via la

circulation sanguine.

Ainsi, 'hnoméostasie des DC dans la rate est mairggoar la balance de 3 parametres :

I'apport continu de pré-DC, la divisian situdes DC et la morte cellulaire.

3.4. Développement des sous populations de DC spli&s

Comme tous les leucocytes, les DC sont généréestia @e cellules souches
hématopoiétiques. La premiéere étape de différanniate ces cellules multipotentes donne
deux précurseurs distincts : les "précurseurs riggéo communs” (CMP pour "commun
myeloid precursor") et les "précurseurs lymphoicteamun” (CLP pour "commun lymphoid
precursor’). Les CMP et CLP génerent respectivememtnme leur nom lindique, des
cellules de la lignée myéloide (ainsi que les mégaxytes et érythrocytes) ou lymphoides
(lymphocytes T, B et Natural Killer (NK)). Les é&sl concernant I'ontogénie des DC ont
montré que toutes les sous populations de DC penwé@tre générées a partir de ces deux
précurseurs présents dans la moelle osq&irpere 7).

3.4.1. Développement des DC a partir des précuss@uécoces de la moelle
osseuse.

Depuis longtemps, les DC sont décrites comme aya@afrigine myeloide, en
raison de I'expression de marqueurs myéloides cotemécepteur au M-CSF ou M-CSFR
(MacDonald, Rowe et al. 2005) ou encore de sintiggiavec les monocytes/macrophages en
terme notamment de morphologie, phénotype, actarnit®matique ou capacité d’endocytose.
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Les CMP sont capabl@s vitro de générer des granulocytes, des macrophagesseidas DC

en présence de GM-CSF (Inaba, Inaba et al. 19@3{ransfert adoptif des CMP a des souris
irradiées montre que ces précurseurs reconstitnenvo toutes les DC (cDC et pDC) de la
rate (Traver, Akashi et al. 2000; Manz, Traver ket2801; Wu, D'Amico et al. 2001).
L’origine myéloide des DC est également conforigel@ capacité des monocytes humains et
murins a générer des D@ vitro en présence de GM-CSF et d’IL-4 (deux cytokines
impliquées dans la différenciation des cellules loigés) (Romani, Gruner et al. 1994;
Sallusto and Lanzavecchia 1994; Chapuis, Rosenztay 1997).

Toutefois, parallelement a cette origine myélofdasieurs études ont aussi suggeré une
origine lymphoide des DC, suite a I'observatiomtrqueurs de la lignée lymphoide tels que
CD4, CD8, CD25, BP-1 sur les DC thymiques et undigoales DC spléniques (Vremec,
Zorbas et al. 1992; Wu, Li et al. 1996). Cette otest confortée par des expériences de
transfert adoptif qui montrent la capacité des yrszurs lymphoides d’origine thymique a
générer les DC thymiques et spléniques (Ardavin,atval. 1993). De plus, les CLP isolés de
la moelle osseuse, sont capables de reconsiitwero toutes les DC (cDC et pDC) de la rate
apres leur transfert adoptif (Traver, Akashi et 2000; Manz, Traver et al. 2001; Wu,
D'Amico et al. 2001). Ainsi, il semble que les D@rda une double origine : myéloide et
lymphoide.

Finalement, ces deux types de précurseurs CMP Bt&lLorigine des DC constituent
des populations hétérogénes sur la base de I'esiprede Flt3. Ainsi, il est décrit que parmi
ces précurseurs, seules les cellules"Hdt impliquées dans la génération de 'enseméde d
DC spléniques (D'Amico and Wu 2003; Onai, Obatai@nal. 2006).

En conclusion, les CMP et CLP sont deux précursaufsrigine de nombreuses
cellules du systéme immunitaire, y compris touessdous populations de DC spléniques. |l
existe des précurseurs intermédiaires dérivés ddR/CLP qui vont spécifiquement étre a

I'origine des DC.

3.4.2. Développement des DC a partir des précusseguermeédiaires

Deux précurseurs dérivés des CMP ont été identifégss la moelle osseuse.

Les MDP pour "myeloid DC precursor” et les CDP ptewmmun DC precursor” (Fogg,
Sibon et al. 2006)Eigure 7).
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Les MDP sont LinCX3CRT FIt3" c-kit" CD115 CD115 CD135. IIs représentent que
0,5% des cellules mononucléées de la moelle oss@Riaedolph, Inaba et al. 1999).
Initialement décrits pour générer uniquement le€ ¢bogg, Sibon et al. 2006), une étude a
€galement montré leur capacité a générer les pD@sKadw, Liu et al. 2008). Les MDP
génerent également en plus des DC, des monocy@sfphages notammelm vitro en
présence de GM-CSF &t vivo apres transfert adoptif (Fogg, Sibon et al. 20086; Victora
et al. 2009).

Les CDP sont quant & eux caractérisés par un pfgmde cellules linc-kit™ fit3* M-
CSFR CD115 (Naik, Metcalf et al. 2006; Onai, Obata-Onai et28107). Contrairement aux
MDP, les CDP générent les DC, y compris les cDC pC et non les
monocytes/macrophages (Naik, Metcalf et al. 2006, Victora et al. 2009). En fait, les CDP
sont dérivés des MDP, puisque le transfert de easats induit la formation des CDP et des
monocytes/macrophages(Liu, Victora et al. 2009). fBgon intéressante, un précurseur
similaire aux CDP, nommé "pro-DC", capable de piarlles cDC et pDC, a été décrit dans
des systemes de cultunesvitro de cellules de moelle osseuse en présence delLiitaurid
Nussenzweig 2007). Les CDP vont ensuite étre @i des "pre-DC" qui migreront dans

les tissus lymphoides, y compris la rate.

3.4.3. Etapes tardives du développement des DCldaase

Les "pré-DC" sont CMHIICD11¢ FIt3" et ont été identifiées dans la rate (ou
elles représentent 0,05% des leucocytes) et legligas (Diao, Winter et al. 2006; Naik,
Metcalf et al. 2006; Liu, Victora et al. 2009). Tefois, elles sont également présentes dans la
moelle osseuse et le sang, ou elles restent peterdps (Liu and Nussenzweig 2007).
Phénotypiquement, les "pré-DC" n'ont pas la morpb@ typique d’'une DC et ressemblent
aux pDC avec lesquelles on les a longtemps conmd@8hortman and Naik 2007). Ces
précurseurs sont a l'origine des cDC mais pas de€.peEn effet, les "pré-DC", se
différencientin vitro ou aprés leur transfeit vivoen DC CD11& CMHII™ CD8u" et CD8
(Liu, Victora et al. 2009), ainsi qu’en DC CDI08t CD103 des tissus lymphoides et non
lymphoide comme la peau, les poumons, l'intestitegtreins (Bogunovic, Ginhoux et al.
2009; Ginhoux, Liu et al. 2009; Varol, Yona et daD09; Waskow 2010). Une étude a
d’ailleurs montré que les DC CD10& CD&:" suivent la méme voie de développement (role
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primordial des facteurs Batf3 et irf8) a partir'geé-DC" (Ginhoux, Liu et al. 2009; Waskow
2010).

Les choses se compliguent encore un peu plus midgus la rate, les "pré-DC"
constituent une population hétérogene sur la bad&xipression de la molécule CD24 : les
"pré-DC" CD24'9" CD24°™ et CD24" qui seraient, respectivement & l'origine de la
formation des cDC CD8, cDC CD8 ou bien des deux (Naik, Metcalf et al. 2006; Sathe
and Shortman 2008; Shortman and Heath 2010). D& phe étude récente a décrit dans le
sang de souris, une population cellulaire CD1@D24" ClecOA" CD8 pouvant représenter
des précurseurs s’engageant dans la voie de dfestemt des cDC CB8 (Caminschi,
Proietto et al. 2008).

L’ensemble de ces données de la littérature eefl@aiment la complexité du

développement des DC.

3.4.4. Génération des DC spléniques in vitro

Il existent plusieurs méthodes pour générer lesrD@tro. La méthode la plus
couramment utilisée est la culture de cellules della osseuse en présence de GM-CSF
associé ou non a de I'lL-4 (Shortman and Naik 20@§pendant, cette méthode permet
plutét la génération de DC semblables aux DC infletoires dérivéem vivo de monocytes
inflammatoires. Selon, certaines études, la culle® cellules de moelle osseuse en présence
de FIt3L conduirait a la formation de DC (cDC et@Dsemblables a celles retrouvées dans
les tissus lymphoides, y compris la rate (Naik,id®o et al. 2005). Les DC générées ainsi
sont dépourvues des molécules CD4 et &DBais une corrélation peut étre faite avec leurs
homologues spléniques via I'expression des TLR, megpteurs aux chimiokines et des
molécules CD11b, CD172a et CD24 (Naik, Proiettale005). Ainsi, il est admis que les
DC CD24"" cD172&" CD118"9" représenteraient les cDC Ci8et les DC CD24"
CD17249" CD118"" représenteraient les cDC C§Naik, Proietto et al. 2005; Shortman
and Naik 2007).

3.5. Fonctions biologiqgues des DC dans I'immunité

Les DC sont qualifiees de véritables sentinellesykteme immunitaire. Elles

jouent un réle crucial dans le développement dpsnges immunes innées et adaptatives en
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conditions pathologiques mais participent égalemawt maintien de la tolérance

immunologique.

3.5.1. DC et tolérance

La tolérance peut se définir comme un ensemble @mnismes aboutissant a
une absence de réponse immune vis-a-vis d’antigdnesoi et par conséquent évite le
développement de maladies auto-immunes. Il existex dypes de tolérance : la tolérance
centrale (élimination dans le thymus par séleatiégative des lymphocytes T auto réactifs) et
la tolérance périphérique (anergie, apoptose ou unmrdéviation dans les organes
lymphoides périphériques des lymphocytes T autctiféaayant échappés a la sélection
négative). Nous aborderons quelques aspects ditarice périphérique.

L'utilisation de souris déplétées en DC a montré&diétat basal, les DC des tissus
périphériques jouent un réle primordial dans l&rahce. Ces souris présentent en effet un
développement rapide et spontané de maladies @umoHies ainsi qu’une accumulation de
lymphocytes T CDZauto réactifs dans de nombreux organes (OhnmRahiher et al. 2009).
La tolérance induite par les DC immatures en camtitbasales s’opere via des mécanismes
impliquant les molécules PD-1 et CTLA-4, cellesransmettant des signaux négatifs aux DC
(Probst, McCoy et al. 2005). Si nous nous intémnesste plus pres aux différentes populations
de DC, celles-ci ont des roles distincts dans Uttbn de la tolérance périphérique. Ainsi, de
nombreuses études ont décrit les propriétés tadéiqges des cDC CRS8 spléniques
(Mukhopadhaya, Hanafusa et al. 2008). Il a été montvivo que le ciblage de ces cellules
par un anticorps anti-CD205 couplé a un Ag peutdooe a la différenciation des
lymphocytes T en lymphocytes T régulateurs (ou Jretgpar conséquent a la tolérance. Cette
fonction tolérogénique des cDC C@8semble liée a I'expression intracellulaire de Zgme
IDO (Indoleamine 2,3 Dioxygenase) qui permet larddgtion du tryptophane conduisant a la
production de métabolites pro-apoptotiques quikiaraient la prolifération des cellules T
(Fallarino, Vacca et al. 2002). Toutefois, il esha@ter que les deux populations de cDC
spléniques CD& et CD8 expriment des niveaux similaires de cette enzygue,n’est
fonctionnelle que dans les premiéres (Orabonaptalet al. 2008). Cette activité de IDO
dans les ¢cDC CDS est liée d’une part a leur faible expression deCS® (suppressor of
cytokine signaling 3) qui induit la dégradationl®® (Fallarino, Vacca et al. 2002) et d’autre
part a leur production autocrine de Transformingwgh factorp (TGF$), qui maintien
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I'activation de IDO et donc qui joue un role daasfbnction régulatrice des cDC C®'8
(Belladonna, Volpi et al. 2008). Toutefois, bierequoins efficaces que les cDC QiD8les
cDC CDa8x sont tout de méme impliquées dans la tolérancelpéigue en générant des Treg,
notamment suite a leur ciblage par un anticorps[@tR2 couplé a 'OVA (Yamazaki,
Dudziak et al. 2008). Cette différence existantetgs cDC spléniques CD8 et CD&x™ a
générer des Treg FoxpZst un contraste intéressant avec les DC thymigEeseffet,
contrairement a la rate, dans le thymus il appapadtles cDC CD& sont plus efficaces que
les cDC CD&" pour la génération des Treg Foxp3 (Proietto, vammelen et al. 2008).
Finalement, parmi les cDC CB8, les cDC CD103 ont été décrites pour jouer un role
crucial dans la régulation des réponses immunestinales et dans la suppression de la colite
(Annacker, Coombes et al. 2005).

Parallelement aux cDC, les pDC sont également qupks dans l'induction de la
tolérance périphérique via I'induction de Treg. #ijrchez la souris, les pDC ont été décrites
pour induire des Treg, capables de bloquer l'atttmades cellules T naives via des
mécanismes dépendant de I'lL-10 (Ito, Yang et @07). En culture, les pDC humaines sont
capables d’'induire I'anergie de clones T CD#ais aussi d’induire des T CD&gulateurs
(Gilliet and Liu 2002). Les pDC jouent aussi urerdians la tolérance orale (Goubier, Dubois
et al. 2008; Dubois, Joubert et al. 2009) maisiadlesss la prévention de I'asthme (de Heer,
Hammad et al. 2004).

En conditions physiologiques, I'élimination deslglels apoptotiques est un mécanisme
majeur pour le maintien de la tolérance périphé&iquommée "cross-tolérance" via
notamment la présentation croisée des antigénesn&in, Turley et al. 2000). Ainsi,
plusieurs études ont montré que les cDC &€D8pléniques (et leurs équivalents humains
BDCA-3") phagocytent efficacement les cellules apoptoguemparativement aux cDC
CD8u et présentent efficacement les Ag associés auxHgoytes T CD4 et CD8 (den
Haan, Lehar et al. 2000; lyoda, Shimoyama et ab22@®chulz and Reis e Sousa 2002;
Valdez, Mah et al. 2002; Bachem, Guttler et al. @(Roulin, Salio et al. 2010). Ces deux
populations étant capables de phagocyter de la nméareere des billes de latex ou des
bactériesin vivo et in vitro (Yrlid and Wick 2002; Schnorrer, Behrens et al0@0une
expression différentielle de récepteurs impliquéissdce processus, tel que CD36 (Rubartelli,
Poggi et al. 1997; Albert, Pearce et al. 1998) &9& (Sancho, Mourao-Sa et al. 2008)
semble expliquer cette différence fonctionnellereedes deux sous populations de cDC.

Finalement, des données trés récentes ont montrigo une hétérogénéité des cDC GD8
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pour la phagocytose des cellules apoptotiquesm@elsentation croisée des Ag associés, et par
conséquence dans la tolérance. Il est ainsi dgeeitseules les CD103situées dans la zone
marginale) sont capables d’induire la tolérancen,(I4han et al. 2008; Qiu, Miyake et al.
2009).

3.5.2. DC et réponse immunitaire innée

L'immunité innée regroupe des mécanismes de redssarce et
d’élimination des pathogénes ou des tumeurs. Ceamsmes sont dits "non spécifiques”.
Parmi ces mécanismes, on peut citer (1) la phagseyyui permet apres internalisation et
digestion I'élimination des pathogenes ainsi qu¢ I reconnaissance via les PRRs,
notamment les TLR, de pathogénes permettant dandiviation de la DC (production de
cytokines).

Comme indiqué précédemment, les sous population®G@expriment differemment
divers TLR ce qui pourrait expliquer leurs difféces fonctionnelles. Par exemple, via leur
expression spécifique du TLR-11, les cDC GDpuent un role majeur dans linitiation de la
réponse immune spécifique conffexoplasma gondi{(Yarovinsky and Sher 2006). Cette
reconnaissance spécifique conduit a la productasrigpDC d’'IL-12 permettant par la suite la
polarisation des lymphocytes T CD#aifs en lymphocytes Thl (Yarovinsky, Zhang et al.
2005). Par ailleurs, les pDC jouent également Um miajeur dans I'immunité innée via leur
sécrétion d’'IFN de type | (IFN-et ), d’'IL-12 et de cytokines pro inflammatoires (TNEF-
IL-15, IL-18 ou IFN%) (Ito, Amakawa et al. 2002; Lore, Betts et al. 206n réponse a la
stimulation des TLR-7 et -9 par leurs ligands resfe(Dalod, Hamilton et al. 2003) ou aprés
infection virale (Crozat, Guiton et al. 2010). @efiroduction cytokinique leur permet de
controler I'infection virale.

Les DC (cDC et pDC) interviennent également dainstiunité innée via leur capacité a
interagir avec d'autres cellules du systéme imnaingtinné, comme par exemple les cellules
NK, directement ou par le biais de cytokines (Fedea, Lozier et al. 1999; Pulendran, Tang
et al. 2008). Les DC peuvent ainsi activées ou dttivées par cette interaction. Ainsi, dans
des modeles murins de tumeurs, le transfert de IDk&xpansion de ces cellules par injection
de FIt3L induit le rejet des tumeurs via I'activatides cellules NK (Fernandez, Lozier et al.
1999). De plus, des études vitro ont montré que la co-culture DC/NK induit une
augmentation de l'activité cytolytique et de lagwotion d’'IFN de type | par ces derniéres
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(Walzer, Dalod et al. 2005). Ces étudewitro ont mis en évidence l'importance du contact
cellulaire mais aussi des cytokines produites esudC, en particulier I'lL-18, IFN de type |
et surtout I'lL-12 pour l'activation optimale deellules NK (Walzer, Dalod et al. 2005).
Enfin, les cellules NK une fois activées peuveahérer des signaux conduisant soit a la
maturation (signaux positifs) soit a I'apoptoseiisiux négatifs) des DC (Zitvogel, Terme et
al. 2006).

Finalement, les DC interagissent également avepadigslations de lymphocytes T non
conventionnels, plutét classés dans l'immunité ditensitoire” parmi lesquelles les
lymphocytes Ty/6 et lymphocytes T Natural Killer. Nous reviendrans les lymphocytes T
Natural Killer plus tard.

3.5.3. DC et réponse immunitaire adaptative

L'immunité adaptative se caractérise par la spatéfide la réponse a un
pathogene par des récepteurs clonaux et par gsebhent d'une mémoire immunitaire. Les
lymphocytes T, acteurs de I'immunité adaptativepmnmaissent des antigénes présentés sous
forme de peptides antigéniques associés aux mekad CMH. On peut ainsi distinguer
deux classes de lymphocytes T en fonction de l2outéd accessoire qu’ils expriment : les
lymphocytes T CD4et les lymphocytes T CD8

3.5.3.1. Capture et présentation de I'antigéne lparDC

Les DC ont en commun leur capacité a capturer,adiégr et présenter des
Ag aux lymphocytes T. Ces Ag d'origine divers (nmulies solubles, pathogenes, cellules
vivantes ou mortes, cellules infectées ou non) eettaille variable sont capturés par des
mécanismes dépendants ou non de récepteurs. Uniatiminalisés, ces Ag suivent des voies
ou ils sont découpés puis présentés associés alécutes présentatrices d’antigenes de la
famille du CMH de classe | ou Il (antigene peptigiyj ou de la famille du CD1 (antigéne
lipidique), sur laquelle nous reviendrons plus tardutefois, il existe des différences dans la
capture, la présentation et la réponse immune t@duitre les différentes sous populations de
DC. Ces difféerences sont liées soit aux proprigtéEmseques de la cellule, soit a des facteurs
externes a la cellule tels que leur localisaticacdessibilité aux Ag ou encore les effets

directs des agents pathogenes sur la DC.
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3.5.3.1.1. Capture de I'antigene

A I'état basal, les DC de la rate (et des tissuippériques) capturent trés
efficacement les Ag. Il existe plusieurs voies dptare : la pinocytose, I'endocytose médiée
par des récepteurs et la phagocytose (Wilson altaldeingos 2005).

- La pinocytoseest un meécanisme de capture non spécifique, égateconnu comme

"'endocytose en phase liquide", qui permet aux D@ternaliser de petites molécules

contenues dans des quantités variables de liquidacellulaire : la micropinocytose pour les

petites quantités, la macropinocytose pour lesdggamuantités (Villadangos and Schnorrer
2007).

- L’endocytose médiée par des réceptealégend de la molécule de clathrine et est basée su

la spécificité du récepteur pour son ligand. llsexide nombreux récepteurs comme par
exemple des récepteurs lectiniques de type C: 6DED207, CIRE, 33D1 ou encore le
récepteur au mannose (Caminschi, Lucas et al. ZD&ter, Thompson et al. 2006; Burgdorf,
Kautz et al. 2007; Dudziak, Kamphorst et al. 200cKenzie, Taylor et al. 2007). Ceux-Ci
sont différemment exprimés par les sous populatiensC.

- La phagocytosest un mécanisme d’endocytose-clé pour la capte® mhthogenes

(bactéries (Rescigno, Urbano et al. 2002)) ou dedgs particules (billes de latex, fragments
de cellules apoptotiques ou nécrotiques, fragmdatsellules infectées par des virus). La
phagocytose dépend également de récepteurs d’'dndecyex : CD36 ou Clec9A). Par

conséquent, toutes les sous populations de D@mtepss équivalentes dans leur aptitude a

phagocyter.

Une fois capturés par les DC, les Ag alimenter@m# Voies de présentation qui

conduiront ainsi au développement des réponses imasau

3.5.3.1.2. Les voies de présentation

Une fois capturés, les Ag suivent des voies inthale@res dites de

présentation afin d’étre dégradés puis présentéepanolécules du CMH.

41



Phagocylosis Receptor-mediated
Macropinocylosis s, endocylosis

Figure 8: Capture, dégradation et présentation des Ag exsgpae le
voie du CMH de classe Il (D’aprg8Vilson and Villadango
200"



Introduction : Les cellules présentatrices d’astigs spléniques

- Les molécules du CMH

Il existe deux sortes de molécules du CMH, les mdés de classe | et Il. Les
molécules du CMH de classe | sont des glycopratéitransmembranaires. Il s’agit
d’hétérodimeres constitués d’'une chaingansmembranaire a trois domaine$, @2 eta3)
associée de facon non covalente p2anicroglobuline (qui n’intervient pas directemelains
la fixation du peptide). Ces molécules sont ubajes. En effet, elles sont exprimées par la
majorité des cellules nucléées. Les molécules duHGM classe Il sont également des
glycoprotéines transmembranaires. Ces hétérodimseoed constitués d’'une chaine
transmembranaire a deux domainek €ta2) associée de facon non covalente a une clfaine
transmembranaire & deux domaings étp2). Celles-ci ont une distribution plus restreiate
sont exprimées par les cellules hématopoiétiqudas pparticulierement les APC

professionnelles : DC, macrophages et lymphodytes

- Le chargement des peptides

Les peptides qui se lient aux deux types de madScdé CMH possedent des propriétés
physico-chimiques et des origines différentes. sitaement, les molécules du CMH de
classe Il lient principalement du matériel exogéndocyté. Le chargement des molécules du
CMH de classe Il s’effectue dans un compartimendosomal. Ces complexes
CMHIl/peptide sont reconnus par les lymphocytesD4C Les molécules du CMH de classe
| lient des peptides synthétisés par la cellule-glEme, et sont dits endogenes. Le
chargement des molécules du CMH de classe | staffeen général dans le réticulum
endoplasmique (RE). Les complexes CMHI/peptide senbnnus par les lymphocytes T
CD8'. Toutefois, depuis quelques années, ce schémaffasé par la découverte de la
présentation croisée, mécanisme par lequel une®iggxogéne peut étre présenté apres
endocytose par une molécule de classe I.

- La voie de présentation CMH de classe I

A la suite de leur assemblage dans le RE et depkssage dans I'appareil de Golgi, les
molécules du CMH de classe Il sont protégées camtrehargement intempestif de protéines
endogenes par la présence de la molécule invafiafiembert, Raposo et al. 1993) qui est
associée a I'hétérodimergl (Figure 8). La partie intracytoplasmique de la molécule i
possede un motif qui permet I'acheminement de ceptexe dans le compartiment
endosomal. Parallelement, les antigenes exogenets eswlocytés puis dirigés dans le

compartiment endosomal. Ce compartiment contiemtahebreuses protéases, notamment les
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cathepsines (protéases activent a pH acide) gmedtant le clivage de la chaine invariante li
en plusieurs étapes successives. Il reste cepeagags clivage un fragment appelé CLIP
encore fixé dans le sillon (Villadangos, Driesseérale 2000; Honey and Rudensky 2003).
Parmi les différentes cathepsines, la plus actstdaecathepsine S qui semble jouer un réle
prédominant dans la génération des Ag, puisquesdesis déficientes pour cette protéase
montrent un défaut de l'apprétement de I'Ag (Nakeaa Brissette et al. 1999; Shi,
Villadangos et al. 1999) et de la conversion dentdécule li en molécule CLIP (Driessen,
Bryant et al. 1999). Dans le compartiment endosplaaholécule CLIP doit étre dissociée ou
déplacée pour la fixation du peptide exogene. @eqasus implique les protéines chaperones
H-2DM et H-2DO. Ces derniéres interagissent derfacansitoire avec le complexg/CLIP,

afin de le déstabiliser et permettre le relargageCtlIP et donc son remplacement par le
peptide exogene dont la combinaison d’acides antoégspond au sillon de fixation de la
molécule du CMH de classe Il (Fung-Leung, Surhletl896; Martin, Hicks et al. 1996;
Miyazaki, Wolf et al. 1996; Wilson and Villadang®805). Le complexe CMHII/peptide ainsi
formé est exporté, via des vésicules, vers la mamgbrplasmique permettant ainsi la

présentation de I’Ag aux lymphocytes T CD4

- La voie de présentation CMH de classe |

Pour générer des lymphocytes T Cogtotoxiques, les DC présentent I'Ag peptidique
lié & une molécule CMH de classe I. Cette molépelat étre chargée par la voie endogéne

(voie classique) ou la voie exogéene.

e \oie endogéne

Plusieurs voies protéolytiques alimentent en pegtids molécules du CMH de classe
| (Figure 9). La plupart des peptides qui entrent dans cetiie sant générés dans le cytosol
par la voie ubiquitine-protéase. Les constituamtsnaux de la cellule sont dégradés de fagon
continue et une queue de polyubiquitine, favorisantrée dans le protéasome, leur est fixée
(Liu, Penninger et al. 2005). Le protéasome estcamplexe protéique permettant la
dégradation des protéines en peptides (YewdeltsReial. 2003). La synthese des molécules
du CMH de classe | commence dans le cytosol e$ slbmt ensuite transférées dans le RE
pour y étre repliées correctement. Les peptidesnoist dans le cytosol doivent donc étre
transportés dans le RE pour se lier aux molécule€MH de classe I. Le transporteur TAP
(pour "transporters associated with antigen procgyieffectue ce transport (Cresswell,

Bangia et al. 1999). Le complexe TAP apparait awoé certaine spécificité pour les peptides
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gu’il transporte. C’est I'association de la chaloarde a avec lap2-microglobuline et du
peptide qui permet 'assemblage d’'une molécule MHGIe classe | chargée et stable. Ce
processus implique de nombreuses protéines exedearfonctions de protéines chaperones.
En effet, la chaina nouvellement synthétisée s’associe a la protdiaperone, la calnexine,
lors de son entrée dans le RE. Celle-ci retiemthizinea dans un état partiellement replié.
Quand lap2-microglobuline se lie a la chaing I'hnétérodimére formé se dissocie de la
calnexine et se lie a la calréticuline, alors qaddpasine s’accroche a TAP, favorisant le
chargement du peptide. La fixation de ce derniegré I'hétérodimeref. La molécule de
CMH de classe | completement repliée et stablerpesg du RE vers la membrane plasmique,

ou elle présente I'’Ag endogéne aux lymphocytes BTD

e \/oie exogene ou voie de présentation croisée

Parallelement a la voie classique, les DC peuvgaleéent présenter des antigénes
exogénes aux lymphocytes T CD8Ces mécanismes sont regroupés sous le terme de
présentation croisée. Ces meécanismes, initialerdéntit pas Bevan (Bevan 1976) sont
cruciaux pour activer une réponse cytotoxique pineneontre des pathogénes qui n’affectent
pas la DC ou encore contre des tumeurs mais aossirpaintenir un état de tolérance.
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expligueoutage intracellulaire des Ag
exogenes menant a leur présentation crdisiggeire 10).

La premiere voie décrite fait intervenir des traorsgurs permettant aux Ag de sortir des
endosomes et de passer dans le cytosol afin diégeadés par le protéasome et rejoindre la
voie classique (Kovacsovics-Bankowski and Rock 19&driguez, Regnault et al. 1999).
Les transporteurs ne sont pas encore clairementifiée mais pourraient appartenir a la
famille de protéines TAP ou la protéine chaperoeetd (présente dans le RE et connue pour
exporter des peptides mal repliés issus du RElgergtosol pour permettre leur dégradation
par la voie ubiquitine/protéasome) (Ackerman, Kgsitet al. 2003). Burgdorf et ses
collaborateurs ont montré que la voie d’interndiisad’'un Ag détermine son routage vers la
voie de présentation croisée (Burgdorf, Kautz e2@07). Ainsi, un Ag endocyté par une voie
dépendante du mannose récepteur est dirigé veemdmsome précoce stable, passe ensuite
dans le cytosol et est efficacement présenté amphpcytes T CD8 Cette voie est TAP-
dépendante.

La seconde voie découverte suggéere que les Ags aggradation, sont complexés aux
molécules du CMH de classe | dans les endosomeslesquels ils ont été capturés. Il a été

montré que les endosomes contiennent toute la mexdhinécessaire au chargement des
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molécules de classe | (Ackerman, Kyritsis et aD30En effet, les molécules du CMH sont

continuellement recyclées entre la membrane eemeldsomes. Les Ag sont alors amenés
dans ces endosomes qui s’enrichissent en enzymésoltiques, comme la cathepsine S

(Shen and Rock 2004), générant des épitopes qumtsehargés sur les molécules du CMH

de classe |. Cette voie est indépendante des teiesps TAP.

Une autre hypothése suggeéere une possible fusior e®s phagosomes et le RE
(Desjardins 2003). Cette voie résulte de I'obséovati’'une forte proximité entre les saccules
du RE et la coupole de phagosome en formation,i quav la détection de protéines
chaperones, résidentes habituellement dans le &15 leé compartiment phagosomal. Cette
voie pourrait expliquer la présence des moléculeschdargement des peptides sur les
molécules du CMH de classe |, normalement expridass le RE, dans les phagosomes
(Ackerman, Kyritsis et al. 2003). Toutefois, cetteie est controversée et une possible
contamination des fractions phagosomales a été raisecause pour expliquer ces
observations (Gagnon, Bergeron et al. 2005; Tokaatutis et al. 2005).

3.5.3.2. Activation des lymphocytes T

3.5.3.2.1. Activation des lymphocytes T CD4

Les lymphocytes T CD4reconnaissent généralement des Ag exogénes
apprétés par les molécules du CMH de classe llditfarenciation et la prolifération des
lymphocytes T CDZnaifs (helper) constituent une étape cruciale poumise en place d’une
réponse immunitaire adaptative efficace. Seloralaggene, I'environnement cytokinique, le
contexte de présentation antigénique ou le typP@gles lymphocytes T peuvent emprunter
différentes voies de différenciation. On appelld¢tecatape la polarisation de la réponse.
Actuellement, on définit quatre profils de sécnétimar les lymphocytes T CD4nduits lors
de la polarisation : T auxiliaire 1 (Thl), T auaile 2 (Th2), T auxiliaire 17 (Th1l7) et T
régulatrice (Treg).

- Polarisation Th1/Th2

Le profil Thl, prépondérant dans les réponses snkesr pathogénes intracellulaires

comme les virus, se caractérise par une produgtiportante d’'IFNy, IL-2, TNF-o et d’IL-
12, cette derniére étant produite par les DC. lddilpfh2, caractérisé notamment par une

sécrétion d’'IL-4, IL-5 et IL-13, est important pdarréponse humorale.
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Les sous populations de DC semblent avoir des gtégrfonctionnelles difféerentes en
ce qui concerne la polarisation des lymphocytesD@'Cnaifs vers un profil Thl ou Th2.
Ainsi, plusieurs études ont montré que les cDC €®larisent les lymphocytes T CD4
plutét vers un profil Thl (sécrétion de grandesngiigs d’'IFNv et peu de cytokines Th2),
alors que les cDC CD8induisent plutbt la sécrétion de grandes quant&sytokines Th2
(IL-4, IL-5,...) en plus des cytokines Thl par lesjyhocytes T CD4(Maldonado-Lopez,
De Smedt et al. 1999; Pulendran, Smith et al. 19985 cDC CD8" conduisent au
développemenih vivo de la réponse Thl grace notamment a leur aptauskrréter de I'lL-
12, puisque les cDC C@8 déficientes pour cette cytokine induisent peu N4F (pas de
réponse Thl) mais favorisent plutét la productiencgitokines Th2 (IL-4, IL-5 et IL-10). La
synthése d’IL-12 semble donc importante pour lapshtion des réponses immunes vers un
profil Th1l. D’autres cytokines participent égaleran développement des réponses Thl telle
qgue I'lL-18 qui, en présence d’'IL-12, optimise Eponse pro-Thl (Kapsenberg 2003). Les
pDC, connues pour produire de grande quantité ddiENype I, peuvent également induire
une polarisation Thl des lymphocytes T CD#ais uniqguement aprés leur activation,
notamment suite & une stimulation par des agoniBt&s (Boonstra, Asselin-Paturel et al.
2003). Cette polarisation différente des lymphosyfeCD4 par les sous populations de DC,
est également décrite chez 'homme. En effet, Ris®t ses collaborateurs ont montré que les
cDC (DC myéloides) produiserin vitro de I'lL-12 (apres activation par le CD40L)
conduisant a la production de grandes quantitéSNeil par les lymphocytes T CD4a
linverse des pDC qui induisent plutét des cytelsnde type Th2 (IL-4, IL-5 et IL-10)
(Rissoan, Soumelis et al. 1999).

Ces données suggerent que les DC sont préprograpugeréguler la polarisation des
lymphocytes T CD4 Cependant, les choses sont bien plus compliqiigesffet, la nature
du pathogene, la dose d’Ag ou encore I'environndragtokinique ont également un impact
sur la polarisation Th1/Th2 (Huang, Reis e Sousd. &001; Maldonado-Lopez, Maliszewski
et al. 2001; Boonstra, Asselin-Paturel et al. 200D8guerelle and Moser 2010). Par exemple
de fortes doses d’'un Ag induisent plutét une pséion de la réponse vers un profil Thl
(production d’'IFNy), alors que de faibles doses de ce méme Ag inuluee contraire un
profil Th2 (production d’'IL-4) (Tao, Constant et. dl997; Boonstra, Asselin-Paturel et al.
2003). Par ailleurs, bien que les cDC GD&pparaissent comme les producteurs majeurs
d’IL-12, la nature du pathogene peut influer sutecproduction cytokinique. Ainsi, le LPS de
Escherichia coliinduit, via le TLR-4, la production d’lIL-12p70 pdes cDC CD&"

contrairement au LPS deorphyromonas gingivaljsgqui n’induit pas de production de cette
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cytokine par ces méme cDC (Pulendran, Kumar et2@01). De plus, sous certaines
conditions, et notamment en fonction de la naturepdthogéne, les cDC CR8euvent
également produire de I'lL-12 (Maroof and Kaye 2008

Bien que I'lL-12 soit une cytokine primordiale dafes polarisation des réponses
immunes vers un profil Thl, les choses sont begquoooins claires en ce qui concerne les
facteurs impliqgués dans la polarisation Th2. Lengeeent spontané du profil Th1l au profil
Th2 suggere que ce dernier peut étre considéré eamnprofil "par défaut”. Cette hypothése
est supportée par les événements moléculaires isamiiua la polarisation Thl ou Th2,
comme la synthese d’IL-12. Cette cytokine répriraefdcteur de transcription GATA-3,
empéchant ainsi le développement d’'une réponse (@h2dépendant d’'une réponse Thl)
(Coquerelle and Moser 2010). Par ailleurs, deugesont suggéré un effet autocrine de I'lL-
4 sur le développement de la réponse Th2 par lee®@résence de pathogéerikslieher,
Maroof et al. 1999; d'Ostiani, Del Sero et al. 200Dependant, le réle de I'lL-4 dans la
polarisation Th2 a été remise en question notammante transfert de cDC CR8IL-47
induit une réponse Th2 similaire a celle des DGrages, suggérant ainsi que cette cytokine
n'est pas indispensable a la polarisation Th2 desphocytes T par les DG vivo
(Maldonado-Lopez, Maliszewski et al. 2001).

Les cytokines ne sont pas les seules moléculesgu@@s dans la balance Th1/Th2. Les
molécules de co-stimulation exprimées par les Dg&ijo également un réle trés important.
Ainsi, parmi ces molécules, le réle du marqueur Cians la polarisation Thl, par un
mécanisme dépendant de I'lL-12, est bien décrintefaction CD27/CD70 joue également
un réle dans le développement des réponses Tlela lilhe augmentation de I'expression du
facteur de transcription T-bet, qui induit I'expses de la chaine IL13R (van Oosterwijk,
Juwana et al. 2007). Une étude intéressante a étntble de la molécule CD70, exprimé
par certaines sous populations de cDC, dans laigati@an de la réponse vers un profil Th1l.
En ciblant les sous populations de cDC avec urcams anti-CD205 (ciblage des cDC
CD8u") ou anti-DCIR2(ciblage des cDC CD) associé a la protéine LACK (protéine lde
major), les auteurs montrent une réponse différente gemHocytes T CD% selon la
molécule ciblée. Ainsi, le ciblage des cDC GDBduit une production d’IFN-dépendante
de CD70 et indépendante de I'lL-12 par les lymphesyT CD4 (Soares, Waechter et al.
2007). Parmi les molécules impliquées dans la @aiton vers un profil Th2, nous pouvons
citer la molécule ICOS. L'interaction de cette nwilé avec son ligand (ICOS-L) a
initialement été décrite pour induire une produttide cytokines Th2 (IL-10 et IL-4).

Cependant des étud@s vivo plus recemment ont montré qu’elle pouvait égalemnétre
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impliquée dans la réponse Thl dans certaines ¢onslipathologiques (Greenwald, Freeman
et al. 2005).

- Polarisation Th17

Les lymphocytes Th1l7, découverts plus récemmenndtish, Chen et al. 2005) se
caractérisent par la sécrétion d’IL-17 et d’IL-Z2s cellules sont associées a des pathologies
auto immunes (sclérose en plaque, arthrite rhuh@tait chroniques (maladie de crohn) et
participent aussi a la protection vis-a-vis de uss bactéries :Candida albicans,
Staphylococcus aureust Mycobacteriumtuberculosis(Coquerelle and Moser 2010). Un
environnement cytokinique spécifique semble étimeggaire pour la polarisation Th17. Chez
’lhomme, les facteurs nécessaires a I'obtentionTde€ls’ sont encore sujet a discussion, mais
impliqueraient le TGH et des cytokines pro inflammatoires telles que JLLE-1j, et IL-23
(Manel, Unutmaz et al. 2008; Volpe, Servant e2@08). Par contre chez la souris, il est bien
établit que le TGH- est nécessaire a l'induction des Th17 en assoniatrec I'lL-6 (Bettelli,
Carrier et al. 2006; Mangan, Harrington et al. 200éldhoen, Moncrieffe et al. 2006). De
plus, la production d’lIL-23 par les DC induit la lposation Th1l7, et I'lL-B régule
positivement cette polarisation, alors que leskiyies Thl et Th2 s’y opposent (Coquerelle
and Moser 2010). Alors, quand est-il du rbéle dé&dintes sous populations de DC dans la
différenciation Th17. Leur implication est encongette a discussion. En effet, une étude
suggeére le role prépondérantvitro des cDC CD8&" dans l'induction de la polarisation Th17
(Jung, Min et al. 2007), alors qu’une autre momue seules les cDC C&onduisent au
profil Th17, en corrélation avec leur productioiLeb et IL-23 (Bailey, Schreiner et al. 2007).

- Génération de Treqg

Les Treg sont impliqués dans des réponses immupossgives permettant le maintien
de la tolérance périphérique et le contréle deéfponse immunitaire. Il est décrit que les DC
sont impliquées dans 'hnoméostasie des Treg nat@®U CD25 (une corrélation a été faite
entre le nombre de DC et de Treg) (Darrasse-Jegmubaix et al. 2009) ainsi que dans
I'induction de Treg (notamment Foxp3 En effet, une étude a clairement démontré le rol
majeur du TGH dans cette induction de Treg (Maynard, Harringtoal. 2007). De facon
intéressante, seules les cDC @D&xpriment cette cytokine et celle-ci est assodiéa
capacité de ces cellules a induire des Treg FoXga@mazaki, Dudziak et al. 2008). Ces
mémes auteurs montrent que le ciblage des cDCaCP& injectionin vivo d’un anticorps
(anti-DEC205) de fusion associé a un Ag (OVA) indiaipparition de Treg Foxp3alors que
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le ciblage des cDC CD8 avec le méme Ag conduit a la prolifération desgTraturels
(Yamazaki, Dudziak et al. 2008). Ainsi, les soupydations de cDC induisent I'apparition de
Treg par des mécanismes différents (induction day Versusexpansion de Treg naturels).
Ces données sont confirmées par des études dgecibés cDC CD8 (anti-DEC205) qui
montrent une augmentation de I'expression de Fo&g3A-4 et de la production d’IL-10 et
TGF par les lymphocytes T CD4(Bruder, Westendorf et al. 2005). Cette capacité
différente des cDC a induire des lymphocytes Treggalement été observée en condition
pathologique : EAE et diabéte de type | (Bruder,sWedorf et al. 2005; Mukhopadhaya,
Hanafusa et al. 2008). Dans ce dernier cas, lagébtles cDC CD8 via la molécule CD205,
prévient la pathologie et sa progression.

3.5.3.2.2. Activation des lymphocytes T CD8

Les lymphocytes T CD8reconnaissent des Ag intracellulaires dont les
épitopes sont produits pour la plupart dans lespjtet présentés par les molécules du CMH
de classe I. La reconnaissance de ce complexeepdymphocytes T naifs entraine leur
différenciation en lymphocytes T CD@ffecteurs notamment en lymphocytes T cytotoxiques
(CTL) vis-a-vis de I'Ag.

Comme indiqué ci-dessus les cDC GD&et leurs équivalents humain BDCA)3et plus
particulierement les CD103ont les cellules les plus efficaces pour la prég®n croiséen
vitro etin vivo, des Ag exogenes solubles (Pooley, Heath et @l1;20n, Zhan et al. 2008;
Lin, Zhan et al. 2008; Bachem, Guttler et al. 20&0)associés a des cellules (den Haan,
Lehar et al. 2000; Bachem, Guittler et al. 2010}teDenie de présentation est importante pour
l'induction d’une réponse cytotoxique associée imfections virales ou aux tumeurs. Le réle
crucial des cDC CD8 et CD103 dans l'induction de la réponse cytotoxique a étd@fioné

par des expériences utilisant des souris déficieptrur le facteur Batf3 (impliqué dans le
développement de ces deux populations). Chez ces skes réponses cytotoxiques associées
a la présentation croisée d’Ag issus des celluiteciées par des virus (ex : West Nile virus)
ou de cellules tumorales (fiborosarcome) sont alesefitlildner, Edelson et al. 2008). Par
ailleurs, il est possible d’'induire efficacemeneurgponse T CD8Ag-spécifique en ciblant
spécifiguement les récepteurs d’endocytose expripgsles cDC CD& (anti-DEC205)
(Carter, Thompson et al. 2006; Dudziak, Kamphotsale 2007). Bien que ces derniéres
années, de nombreuses études aient montré unmptatant des cDC CR8, notamment

CD103, dans l'activation des lymphocytes T CD8a un mécanisme de présentation croisée,
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il est tout de méme important de noter que sousioes conditions les cDC C@8(Moron,
Rueda et al. 2002; Yrlid and Wick 2002; Backer, zaeuwen et al. 200§)euvent également
faire de la présentation croisée d’antigenes ex@geoonduisant a [I'activation des
lymphocytes T CD8 Finalement, les pDC, aprés activation de leur JauRent également un
role dans l'activation des lymphocytes T CDéh réponse a des Ag endogénes (schlecht,
2004 ; salio, 2004), mais aussi exogenes (présgraesa DC via la présentation croisée)
(Mouries, 2008)

En conclusion, dans la rate et notamment dansria marginale, les DC représentent
une population tres hétérogéne et complexe. Bientoutes aient en commun leur capacité a
présenter des antigenes peptidiques, les diffésesuties populations de DC ont également des
propriétés fonctionnelles différentes. Mis a parptésentation d’Ag protéiques, les DC sont
également capables de présenter des Ag (glyca)jumd a des lymphocytes T non
conventionnels, les lymphocytes T Natural Killer KT, sur lesquelles je m’attarderai dans

cette deuxieme partie.
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. Les lymphocytes T Natural Killer

L’histoire commence en 1987 quand deux groupesdistdécrivent, chez la souris,
une population particuliére de thymocytes doubléanm&gative pour les marqueurs CD4 et
CD8, qui exprime un TC&B3 réarrangé utilisant préférentiellement la chairf8 \(Budd,
Miescher et al. 1987; Fowlkes, Kruisbeek et al.7)98\ la méme période, le clonage d’'une
chaine TCR invariante réalisé au sein d’hybridomes de cedlulesuppressives keyhole
limpet hemocyanin (KLH)-spécifique était réaliséo@€ki, Imai et al. 1989). Parallelement,
d’autres groupes mettent en évidence la présencdéa daolécule NK1.1, initialement
considéréee comme exclusivement exprimée par lddeeNK, a la surface des lymphocytes
T exprimant un TCR[ (Ballas and Rasmussen 1990; Sykes 1990). Cesashubriment un
TCRof trées conservé utilisant préférentiellement la chaifg8, comme les thymocytes
décrits en 1987. Ces cellules sont divisées en gepxlations, I'une qui est CD4t I'autre
qui est double négative (DN) CDL£DS8. L'intérét pour cette population cellulaire non
conventionnelle augmente grandement avec la misévielence de leur capacité a sécréter
diverses cytokines immunorégulatrices telles glEeNFy, I'lL-4 et le tumor necrosis factax-
(TNF-a) (Zlotnik, Godfrey et al. 1992; Arase, Arase et H93). Toutefois ce n’'est qu’en
1994, gu’un lien est clairement établi entre Iefipaytokinique, le répertoire TCR biaisé et le
phénotype NK (Lantz and Bendelac 1994). La mémeéaiumt découverte chez ’lhomme une
sous population de lymphocytes T DN exprimant uarrehgement invariant &24--Q
(actuellement nommé &24-I18) représentant I'équivalent humain de ces lymptescT
particuliers (Dellabona, Padovan et al. 1994). érene de « lymphocytes T Natural Killer »
(NKT) n’apparait qu’un an plus tard, en 1995, pdéasigner une population de lymphocytes
T exprimant le NK1.1. Cependant I'hétérogénéité pigsulations et les nombreux parametres
utilisés pour caractériser les cellules NKT foneaqe terme est parfois mal utilisé.

1. Caractérisation des cellules NKT

Donner une définition claire et précise d'une dellDNIKT est encore aujourd’hui
difficile. En effet, pendant longtemps, la seulepmssion du marqueur NK1.1 sur un
lymphocyte T TCRIB était suffisante pour définir cette cellule comame cellule NKT. Ce

qui apparait cependant inapproprié pour plusiaispns. Tout d’abord car toutes les souches
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Table 1 | Classification of NKT and NKT-like cells

CD1d dependent
o-GalCer reactive
TCR a-chain

TCR B-chain

NK1.1 (CD161)

Subsets

IL-4 production
IFN-y production

Type I cells
(Classical
NKT cells)

Yes
Yes

Vol4-Jo18 (mice)
Vea24-Jal 8 (humans)

VB8.2, VBT and VB2
(mice) VB11 (humans)

+ (resting mature)
—/low (immature or
post-activation)

CD4* and DN (mice)
CD4+, CD8* and DN
(humans)

Yes
Yes

Type Il cells
(Non-classical
NKT cells)

Yes
No”

Diverse, but some
Va3 2-Jo8, Va8 (mice)

Diverse, but some
VB8.2 (mice)

/-

CD4* and DN (mice)

Yes
Yes

NKT-like cells
(CD1d-independent
NK1.1* T cells)

No
No
Diverse!

Diverse!

Cb4*, CDhAa*
and DN

MNo
Yes

Figure 11 : Classification et caractéristiques des cellules NTapres
(Godfrey, MacDonald et al. 2004))
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de souris n'expriment pas le marqueur NK1.1 ou ¢dast un polymorphisme pour cette
molécule la rendant indétectable par l'utilisatdinn anti-NK1.1 (comme la souris Balb/c,
SJL, CBA, NOD ou encore la 129SV). Par ailleurs, dlairement été démontré que certains
lymphocytes T conventionnels, une fois activés, vpat exprimer la molécule NK1.1
(Assarsson, Kambayashi et al. 2000; Kambayashar8ssn et al. 2000).

Toutefois, au cours de ces dix dernieres années,trée nombreuses eétudes
phénotypiques et fonctionnelles des cellules NKT parmis d’établir une classification.
Celle-ci prend en compte de multiples parametresnoe la réactivité au glycosphingolipide
(GSL) a-galactosylcéramideafGalCer), I'expression du marqueur NK1.1, d’unexpire
TCRap conservé, la restriction a la molécule CD1d, etc....

Nous distinguons aujourd’hui 3 groupes de lymphesyKT : les cellules NKT de
type | (ou invariantes (i)NKT), les cellules NKT dgpe Il (ou variantes (V)NKT) et les
cellules NKT de type 11l (ou NKT-likejFigure 11).

1.1. Les différentes sous populations de cellU\#€T

1.1.1. Les cellules NKT de type | (iNKT)

Cette population, appelée iINKT, constituant la m#gales cellules NKT chez
la souris, a la particularité d’exprimer un TCR s@émariant formé d’'une chaineinvariante
monomorphe constituée exclusivement du réarrangened-218, couplée a un nombre
restreint de chaings: le plus souvent §8.2, ou encore p7 et \B2. (Lantz and Bendelac
1994). Contrairement aux lymphocytes T conventitg)nkes cellules INKT ne sont pas
restreintes par le CMH de classe | ou Il, mais @ molécule apparentée au CMH de type | :
la molécule CD1d, qui en plus de son role dangiVation des cellules iINKT en périphérie,
est cruciale dans I'ontogénie des cellules INKT gi@aMatsuda et al. 2001). La découverte
de l'a-GalCer, composeé isolé d’'une éponge maAgelas mauritianusa permis une grande
avanceée dans la caractérisation phénotypique etibmmelle de cette population. En effet, ce
glycolipide est capable de se fixer dans la poah€D1d avec une grande affinité, activant
ainsi fortement et spécifiquement les cellules iNKInsi cette population est la plus étudiée
et la mieux caractérisée car il existe de nombreuwtils permettant de [lidentifier
spécifiguement. D’une part, il existe un tétramé€i@ldi-GalCer composé de 4 molécules
de CD1d couplées a une molécule de biotine et érargvec le ligand-GalCer (Matsuda,

Naidenko et al. 2000). Cet outil permet d’identifegpécifiquement les cellules INKT en
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cytométrie en flux. Depuis cette découverte, plusierariantes de ce tétramere ont été créées
comme le dimére de CD1d (Stanic, Shashidharamwthsl. 2003) ou encore l'utilisation
d’un a-GalCer directement couplé a un fluorochrome (Kekuj Nagata et al. 2008). D’autre
part, la génération de souris invalidées pour ¢gremt #18 (118") du TCR permet d'avoir
a disposition un modele murin totalement dépoumvgellules INKT (Cui, Shin et al. 1997).
D’un point de vue phénotypique, ces cellules savisées en deux sous populations :
CD4" et DN. De nombreuses études comparant les présgritnctionnelles des sous
populations de cellules iNKT CD4t DN indiquent qu’elles ont des aptitudes diffées a
produire des cytokines mais aussi dans leurs g&@sricytotoxiques notamment au cours de
pathologies cancéreuses (Crowe, Coquet et al. 2@iBh que le marqueur NK1.1 ait
longtemps été utilisé pour identifier les celluld&T, toutes ne I'expriment pas. En effet, il a
été mis en évidence une population NKi(rhajoritairement CD3 dans le thymus et en
périphérie chez la souris (Matsuda, Naidenko e2@D0). Cette population était considérée
comme une population immature ayant quitté le thg/mati poursuivant sa maturation en
périphérie, ou elle acquiére le marqueur NK1.1.n¥&ains, cette hypothese a récemment été
remise en question. En effet, cette population elales INKT NK1.I semble au moins
contenir une sous-population mature spécialisées danproduction d’IL-17 et surtout
retrouvée dans le poumon (Michel, Keller et al. 20MPlus récemment, une population
similaire de cellules INKT NK1.1également spécialisée dans la production d’IL-17 e
caractérisée par I'expression du facteur ROR été décrite dans les ganglions périphériques
(Doisne, Becourt et al. 2009). Les cellules iINKTtpgent aussi plusieurs récepteurs avec les
cellules NK, comme les récepteurs inhibiteurs déafaille Ly-49 ou encore les récepteurs
NKG2A et NKG2D. Enfin, les cellules iINKT sont coresi pour avoir un phénotype de
cellules mémoires et sont CO#¥4 CD69 CD122"" et CD62L°" (Bendelac, Savage et al.
2007).

1.1.2. Les cellules NKT de type Il (vNKT)

Cette population de cellules NKT non classiques, 1€Drestreinte et
n’exprimant pas le réarrangemeniM--18, a été mise en évidence chez la souris (Cardell
Tangri et al. 1995). Ces cellules, appelées vNKilisent un répertoire T beaucoup plus
diversifie que celui des cellules iINKT. Elles expent notamment les chainesu3/2-

Ju9/VB8 ou VuB8/VB8 (Bendelac, Savage et al. 2007). Les cellules viiKTeconnaissent pas
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le ligand a-GalCer présenté par la molécule CD1d, ce qui nengepas l'utilisation du
tétrameére pour les marquer et les identifier.

D’un point de vue fonctionnel, cette population bémreconnaitre des ligands
différents de ceux reconnus par les cellules iINKEs cellules VNKT reconnaissent
notamment le sulfatide, un GSL produit presquelestegément en condition pathologique au
niveau du systéme nerveux central (Jahng, Maricat. 2004). La découverte de ce ligand a
permis la construction d’un tétramere CD1d charge de sulfatide, mais cet outil ne semble
marquer qu’une sous population de cellules vNKThsBi a I'heure actuelle les fonctions
biologiques de ces cellules restent mal connueanidéins, plusieurs études montrent un réle
antagoniste a celui des cellules INKT en contextiectieux (Duthie, Kahn et al. 2005;
Mallevaey, Fontaine et al. 2007) et au cours deélponse anti-tumorale (Terabe and
Berzofsky 2008).

1.1.3. Les cellules NKT de type Il (NKT-like)

Cette troisieme population de cellules NKT, encappelé "NKT-like" semble
tres hétérogene et regroupe des lymphocytes Treaptila molécule NK1.1 et s’activant de
fagcon CD1d indépendante. Leur répertoire est blies giiversifié que celui des NKT de type |
et Il et est restreint pour les molécules du CMaguchi, Iwabuchi et al. 1998; Legendre,
Boyer et al. 1999). Phénotypiquement, ces cellsl@st majoritairement CD8 mais on
trouve aussi des sous population CBt DN. Aprés activation, les cellules "NKT-like"
semblent produire de faibles quantités de cytokinestro (Hammond, Pelikan et al. 1999;
Hammond, Pellicci et al. 2001).

1.1.4. Les cellules NKT humaines

La littérature concernant les cellules NKT humaimss plus restreinte. En
effet la source principale de ces cellules esategyou elles y sont hétérogenes.
Néanmoins, on retrouve les cellules iINKT exprimam{TCR semi-invariant ¥24-:18 avec
une fréquence plus faible que chez la souris, @Hgrcrockey et al. 1993; Dellabona,
Padovan et al. 1994). Phénotypiquement, les cslilN&T humaines expriment la molécule

CD161 (analogue du NK1.1 murin) ainsi que d’autmerqueurs de cellules NK. Comme
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chez la souris, elles peuvent étre CB#DN mais il existe aussi une population expritdan
CD8u (Ishihara, Nieda et al. 1999).

Les deux autres sous populations de cellules NI€§, UNKT et "NKT-like", ont
également des équivalents humains (Godfrey, Stankdal. 2010). Les premiéres expriment
aussi un TCR CD1d-restreint mais pas le réarrangeMe4-118. De facon surprenante, il
semble qu’une sous population de VNKT humainesmégol'a-GalCer (Gadola, Dulphy et al.
2002).

1.2. Distribution et homéostasie des cellules NKT

1.2.1. Localisation

Les cellules NKT sont retrouvées de facon ubigugtaians I'organisme. On
les trouve aussi bien dans les organes lymphoidesign lymphoides. Chez la souris, c’est
au niveau du foie que sont majoritairement retreswees cellules (10 a 30% des lymphocytes
T). Cependant, elles sont également présentes,beaigoup plus faiblement, (généralement
moins de 1%) dans la rate, le thymus, les gangligmphatiques, le sang et les poumons.
Bien que la distribution tissulaire des cellules NKumaines soit moins bien étudiée, |l
semble que la fréquence de ces cellules soit hienfaible (10 fois moins) que chez la souris
dans ces mémes organes (Exley, He et al. 2002).

Par alilleurs, il apparait chez la souris, que lé&réntes sous populations aient une
distribution tissulaire différente. En effet, lesllales INKT sont essentiellement présentent
dans le foie, ou elles représentent 90% des NKmfHand, Pellicci et al. 2001). Les cellules
VNKT sont quant a elles préférentiellement locasédans la rate, ou elles représentent 50%
des NKT (Mallevaey, Fontaine et al. 2007), ainse @lans le thymus et le sang. Enfin, les
cellules "NKT-like" sont essentiellement dansdgeret la moelle osseuse (Eberl, Lees et al.
1999). Ces différences de tropisme entre les sopsilations de cellules NKT pourraient
s’expliquer par une expression différentielle deepteurs aux chimiokines et/ou récepteurs
de domiciliation (Eberl, Lees et al. 1999; EmotattMcker et al. 1999) induisant ainsi des
interactions particulieres avec les différentes ytajons cellulaires retrouvées dans les
différents organes (Miyamoto, Emoto et al. 2000).
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1.2.2. Homéostasie

Les facteurs régulant 'homéostasie périphérique alules NKT sont peu
connus. Toutefois, il a pu étre montré I'importaded’lL-15 dans le maintien et la survie des
cellules INKT en périphérie. En effet, les sourificientes pour cette cytokine ou son
récepteur n'ont pas de cellules iNKT (Lodolce, Beat al. 1998; Kennedy, Vicari et al.
2000) Par aillleurs, il semble également que la survieatecellules soit dépendante de leur
localisation. Par exemple, il a été montré queuevis des cellules INKT au niveau des
sinusoides du foie dépend du couple CXCR6/CXCL16ig&nann, Cameron et al. 2005)
ainsi que de l'intégrine LFA-1 et du facteur Id2,qui n’est pas le cas pour les cellules INKT
d’autres tissus, tel que le thymus ou la rate (@&uydfStankovic et al. 2010). Il semble
également que I'engagement de récepteurs TLR sumderophages tissulaires ou des DC
immatures induise la sécrétion de ligands pour ERCXCR1/2/3/6 (Matloubian, David et
al. 2000; Re and Strominger 2001) pouvant étreiqupk dans le recrutement des cellules

INKT (exprimant ces différents récepteurs) auxssiténflammation.

1.3. Ontogénie des cellules NKT

Les données sur I'ontogénie des cellules NKT sonmibreuses mais concernent
exclusivement le développement de la populationTINKIéanmoins, les premiéres études
prenant en compte a la fois I'expression d'un DBRet de la molécule NK1.1, incluaient
probablement une part non négligeable de lymphecytaon conventionnels n’étant pas
forcément restreint a la molécule CD1d. L'utilisatidu tétramere CDla/GalCer a permis
une meilleure compréhension des mécanismes detisglates cellules INKT. A I'heure
actuelle, le manque de marqueurs spécifiques gmsileur faible représentation rendent
difficile I'étude des sous populations de cellulddKT et NKT-Like. Toutefois, on peut
penser que les cellules VNKT, qui sont égalementidi2streintes, aient une origine et une
sélection proche de celle des cellules iINKT.

1.3.1. Origine thymique

L’importance du thymus dans le développement disleg NKT a longtemps
fait débat. En effet, initialement, deux étudesggurgient une origine thymo-indépendante des
cellules NKT. Les auteurs montraient la présencym@hocytes T NK1.1dans le sang et la
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moelle osseuse de souris nude athymiques (Sykegeddet al. 1990; Makino, Yamagata et
al. 1993). Cependant, ces résultats pouvaient kpsgy par l'utilisation de marqueurs non
appropriés, comme le NK1.1. Plus tard, avec l'sdifion du tétramere CDId/GalCer, ces
résultats n’ont pu étre reproduits. Il a été monté absence de cellules NKT chez les souris
nude et que le thymus était nécessaire et suffigamt le développement des cellules NKT
(Pellicci, Hammond et al. 2002). D’autres étudeguarentent également l'importance du
thymus. Ainsi, des souriceaux thymectomisés tiamisg apres la naissance sont sélectivement
déplétés en lymphocytes T NK1.(Hammond, Cain et al. 1998; Tilloy, Di Santo et1£199).

De plus, la mise en évidence récente de tiyectopiques fonctionnels chez la souris
nude (Dooley, Erickson et al. 2006) a fourni unelieation a I'existence de cellules NKT

Va4 chez la souris athymique (Makino, Yamagata €1$03).

1.3.2. Précurseurs des cellules NKT

Une question se pose en ce qui concerne le dévertugnt des cellules NKT, a
savoir si ces cellules sont issues d'une lignéencone ou distincte des lymphocytes T
conventionnels. Deux modeéles ont été suggérésraraipr, appelé "pré-engagé"” suggere une
séparation des deux lignées précocement au coutlg\dtioppement (Sato, Nakayama et al.
1999). Le deuxiéme, appelé "instructif’ suggére dque les cellules NKT dérivent d’'un
précurseur commun avec les lymphocytes T convemtigret que la lignée NKT diverge au
stade thymocytes doubles positifs (DP) CO@D8', réarrangeant de facon aléatoire leur
chainesa et afin de former un TCR semi invariant. Ces celldest alors sélectionnées
positivement au contact de la molécule CD1d (Gadiatsuda et al. 2001; Benlagha, Wei et
al. 2005). A I'heure actuelle, les données obtemuase au tétramere ont permis de trancher

en faveur du modeéle "instructif".

1.3.3. Sélection des cellules NKT

Comme les lymphocytes T conventionnels, les callN&KT subissent une

double sélection positive, puis négative, avecetiois des différences.
La sélection positive a lieu au niveau du corteyntigue par l'intermédiaire de la
molécule CD1d exprimée par les thymocytes corticauwx-mémes (Bendelac 1995).

L’'importance de la molécule CD1d dans I'ontogéres dellules NKT a été confirmée grace
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aux souris déficientes pour cette molécule, qut si@pourvues de cellules iINKT et vNKT
(Mendiratta, Martin et al. 1997). L'utilisation g@uris chiméres ou la ré-expression de CD1d
chez des souris CDIdmontre que la sélection positive est possible ugrigent lorsque la
molécule CD1d est exprimée par une cellule dodgimématopoiétique et plus
particulierement les thymocytes DP (Coles and R&060; Forestier, Park et al. 2003; Xu,
Chun et al. 2003). Toutefois, il faut préciser daanolécule CD1d n’est pas capable a elle
seule de sélectionner les cellules NKT. En efles été montré chez des souris déficientes
pour des molécules impliquées soit dans le "traf@jk intracellulaire du CD1d soit dans le
chargement du lipide, que cette sélection positigeessitait la présentation d’'un auto Ag
glycolipidique (Chiu, Park et al. 2002). Bien qtisdglobotrihexosylcéramide (iGb3) ait été
proposé pour jouer ce role (Zhou, Cantu et al. 200dla a été remis en question par une
récente étude montrant que les souris déficienbess Penzyme permettant la synthése de
I'iGb3 ne présentent pas de défaut dans le développt des cellules NKT (Porubsky, Speak
et al. 2007). Ainsi, I'iGb3 ne semble pas essergieldéveloppement des cellules NKT. La
nature du ou des ligand(s) endogéne(s) impliqui(s$ cette sélection reste donc inconnue.
La sélection négative est quant a elle plus difi@ concevoir. En effet, comment
expliquer qu’une population considérée comme "aéawtive" ou "pré-activée" puisse subir
une sélection négative (Bendelac, Lantz et al. 19B&utefois, deux études supportent cette
idée de sélection négative. En effet, il a été m&dntvivoetin vitro que I'administration di-
GalCer inhibait de fagcon dose dépendante le dépelopnt des cellules NKT (Chun, Page et
al. 2003; Pellicci, Uldrich et al. 2003). L'utilisan de souris transgéniques sur-exprimant la
molécule CD1d présente une population NKT périgluriet fortement anergisée (Chun,
Page et al. 2003). De plus cette étude montre ajpepulation de NKT la plus déplétée est
celle utilisant un réarrangement¥%4/VB8 (Chun, Page et al. 2003), cette derniere étant
connue pour présenter la plus forte affinité paicomplexe CD1d-GalCer (Schumann,
Voyle et al. 2003; Mallevaey, Scott-Browne et &09). Par ailleurs, si la sélection négative
existe vraiment, celle-ci a lieu précocement aur&odu développement, car une
administration tardive d-GalCer n’a pas d'effet sur le développement ddkiles NKT
(Pellicci, Uldrich et al. 2003). Toutefois ces taax sont & interpréter avec précaution puisque
I'utilisation d’'un ligand artificiel comme ¢i-GalCer n’induit sans doute pas les mémes
mécanismes de sélection que ceux mis en jeu avéx) lkgand(s) présenté(s)

physiologiquement.
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1.3.4. Maturation des cellules NKT

Suite a leur sélection, les cellules INKT entamenprocessus de maturation.
Les études sur I'ontogénie des cellules iINKT omtrpe de mettre en évidence que leur
développement s’effectuait étape par étape vigpiession et/ou la perte de certains
marqueurs couplées a lI'acquisition de leurs progsionctionnellegkFigure 12) (Godfrey,
Stankovic et al. 2010). Ainsi quatre stades ontéfinis sur la base de I'expression des
marqueurs NK1.1, CD44 et CD24. Les premieres adliNKT apparaissent dans le thymus
avec un phénotype CD84, NK1.1 CD24 et CD4 (stade 0) (Benlagha, Wei et al. 2005).
Les cellules de ce stade sont tres rares (moifs0®d.% des thymocytes totaux) et peu
prolifératives. Les cellules dérivant de ce stad&iruent I'expression du marqueur CD24 et
perdent du moins pour une partie des cellules tesgion du marqueur CD4, (stade 1). Au
stade suivant, les cellules acquiérent I'expresdiomarqueur CD44 (stade 2). L’étape
suivante est I'acquisition de marqueurs de cellbléset notamment du NK1.1 (stade 3)
(Godfrey, Stankovic et al. 2010). Cette étape gtiemps été considérée comme la derniere
étape de maturation des cellules iINKT pouvant aigiraussi bien dans le thymus qu’en
périphérie (Pellicci, Hammond et al. 2002). Cepandelle a été remise en question par la
découverte en périphérie des cellules NKT NKdapables de produire de I'lL-17 (Michel,
Keller et al. 2007; Coquet, Chakravarti et al. 20D8isne, Becourt et al. 2009). Des études
récentes sur le développement de ces cellules omtrénqu’elles dérivaient de précurseurs
INKT immatures a un stade de différenciation déjanaé et exprimant un phénotype
CD1du-GalCef, CD4, CD44 et NK1.I(Coquet, Chakravarti et al. 2008; Michel, Mendes-
da-Cruz et al. 2008), et que le facteur de trapgon ROR#t était indispensable a la
différenciation thymique de cette population celité (Michel, Mendes-da-Cruz et al. 2008).
Par ailleurs, il est & noter que cette maturatiesakllules iINKT est associée a I'acquisition
de leurs propriétés fonctionnelles. En effet, atprs les cellules du stade 1 produisent de
grandes quantités d’IL-4 (mais pas d’IfNen réponse ad-GalCer, les cellules du stade 3
produisent de I'lFNy en plus de I'lL-4 (Benlagha, Kyin et al. 2002; Gadand Stein 2002,

Pellicci, Hammond et al. 2002).

En ce qui concerne les cellules NKT humaines,ilde qu’elles suivent un processus
de maturation & peu prés similaire & celui de laispainsi les précurseurs CIRD161°"
passent par différents stades de maturation qui (ptvnotypiguement) moins bien définis
(Kinjo, Wu et al. 2005; Mattner, Debord et al. 20@iram, Du et al. 2005; Wu, Xing et al.
2005).
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Figure 13 : Structure de la molécule CD1d an association aa@2rh en
vue de coté (A) et de dessus (B). Les feuilfesont en blet
les hélicesy en rose et les sites potentiels de N-glycosylation
en vert (D’apres (Zeng, Castano et al. 1997))
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2. Restriction a la molécule CD1d et ses ligands

2.1. La molécule CD1d

2.1.1. La famille des molécules CD1

Les molécules CD1 sont une famille de moléculessgratrices d’Ag
apparentées aux CMH de classe |. Ces moléculesdssnglycoprotéines transmembranaires
non polymorphes. Il s’agit d’hétérodiméres consstd’une chaine a trois domainesul, a2
eta3) associée de facon non covalentgd-ticroglobuline (Kim, Garcia et al. 1999). Chez
la souris, la molécule CD1d est la seule isoformence de cette famille actuellement. Par
contre, chez ’'homme, il en existe cinq diviséddenx groupes : CD1a, CD1b et CD1c forme
le premier groupe, CD1d le deuxieme, alors que ddéoule CD1le est considérée comme

intermédiaire.

2.1.2. Expression et structure de la molécule CD1d

La molécule CD1d est exprimée par la majorité ddlslles hématopoiétiques
des organes lymphoides primaires et secondaireka f@trouve essentiellement exprimée par
les APC professionnelles (Brossay, Jullien et 8871 Roark, Park et al. 1998). Le niveau
d’expression de cette molécule a la surface deal@des varie en fonction du type cellulaire
et peut également étre modulé au cours d’infectioren réponse a des cytokines ou des
molécules mimant des composés microbiens commaglesistes TLR (Mandal, Chen et al.
1998; Berntman, Rolf et al. 2005; Skold and Bela05). Toutefois, la molécule CD1d est
peu présente dans les organes non lymphoidesxéepton du foie et de I'épithélium
grastro-intestinal.

De récentes données de cristallographie ont mapteéla molécule CD1d présente un
profond sillon contenant 2 grandes poches hydrophspécialisées dans la liaison de ligands
lipidiques (Zeng, Castano et al. 1997). Ce sillgdrbphobe est formé des domaindseta?2
encadrant 8 feuilletf antiparalleles alors que le domain® permet I'association a g2m.
(Figure 13). Des liaisons hydrophobes non spécifiques permtetie fixer les chaines
aliphatiques des ligands dans la poche du CD1d @yladajonc et al. 2005).

Comme les autres membres de cette famille, la mi@éCD1d est trés conservée au

cours de I'évolution (Salomonsen, Sorensen etdl5p, ce qui explique pourquoi la molécule
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CD1d murine est capable d’activer les INKT humaieemversement (Brossay, Chioda et al.
1998). La nature des ligands présentés par cettecaie est trés variée.

2.1.3. Recyclage et chargement des lipides

Une question essentielle dans la biologie desleslINKT est de savoir ou et
comment se fait le chargement des ligands dansdaegpCD1d (Bendelac, Savage et al. 2007,
De Libero and Mori 2008). Aprées sa synthése dar®Hela molécule CD1d est rapidement
transportée a la surface de la membrane plasmiquiSbute alors un processus de recyclage
continu et intense entre le compartiment endosgsuwbme et la membrane plasmique. Ce
processus dépend d’'un motif tyrosine de la pagtieptasmique du CD1d, celui-ci se lie aux
protéines adaptatrices AP-2 et AP-3 (présent a danlmnane des lysosomes) et permet
'accumulation de CD1d dans les endosomes/lysosofhawton, Prigozy et al. 2005).
Parallelement, les particules lipidigues sont maésées et véhiculées jusque dans les
endosomes, par l'intermédiaire de lipoprotéinesigiéées comme les VLDL ou les LDL,
ou elles sont dégradées, pouvant ainsi s’insénas tia molécule CD1d. Une fois présents
dans le compartiment endosome/lysosome, les ghidel vont pouvoir étre dégradés grace a
la présence dans ce compartiment d’outils spéésmbs d’'un environnement favorable.

Parmi les protéines jouant un réle dans le chargerdes lipides, on peut citer la
saposine. En effet, des études réalisées cheandes déficientes pour la saposine présentent
un défaut dans le nombre de cellules NKT (Zhou,tMatet al. 2004) et semblent avoir une
capacité diminuée a présenter des ligands auxleINKT (Kang and Cresswell 2004). Par
ailleurs, le groupe d’Albert Bendelac a mis en éunick que la protéine Niemann-Pick type
C2 (NPC2) était importante dans le chargement!'d&3 dans la molécule CD1d et
donc potentiellement dans la sélection positiee cellules NKT (Schrantz, Sagiv et al.
2007).

Finalement, les glycolipides ne peuvent s’inséaersde CD1d que si ils sont dégradés.
Ainsi, certaines hydrolases (comme-falactosidase A) présentes dans les endosomeat joue

un réle important dans la dégradation des lipitRg6zy, Naidenko et al. 2001).

2.1.4. Reconnaissance Ligand/TCR

On peut se demander comment le TCR des cellules Mi€dnnait des Ag

lipidiques (et non peptidiques) alors que sa stmecest proche de celle des lymphocytes T
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conventionnels mais également quelles sont lesomégimportantes pour les interactions
TCR/complexe Ag-CD1d.

De récentes données cristallographiques ont patendonner des éléments de réponses
a ces questions (Borg, Wun et al. 2007). Ainsirsalque linteraction TCR/CMH fait
intervenir toute la partie distale du CMH dans onentation diagonale, le TCR des cellules
NKT interagit avec le CD1d via I'extrémité carbotgrminale du CD1d dans une orientation
parallele.

D’un point de vue structural, I'interaction avedd®1d se fait au niveau de trois des six
boucles "Complementary-determining region” (CDRCDR1o, CDR3: et CDRZ.
L’essentiel de l'interaction de la chainelu TCR se fait via CDRBqui se lie au galactose de
I'a-GalCer et aux résidus présents dans les héldest a2 du CD1d. D’autre part,
I'interaction de la chainp du TCR se fait elle exclusivement via CDR2 liast désidus de
I'hélice a1l de la molécule CD1d (Borg, Wun et al. 2007).

Des études utilisant des techniques de mutagenégged ont montré qu’une
région "hot-spot”, composée de résidus présents tEmtrois régions CDR]1 CDR3x et
CDR2B, et non issue du réarrangement aléatoire loraderination des chaineset 3 du
TCR est importante dans l'interaction entre le T@Ra molécule CD1d et cela quelque soit
I'Ag testé (Scott-Browne, Matsuda et al. 2007; Waorg et al. 2008; Mallevaey, Scott-
Browne et al. 2009). De plus, les cristaux de mdiE CD1d chargées ou non avec un Ag
présentent des différences conformationnelles itaptes notamment dans la région "hot-
spot" (Koch, Stronge et al. 2005) suggérant qud @&k des cellules NKT reconnait la
conformation prise par la molécule CD1d (aprées gérment du ligand) plutét que 'Ag lui-

méme.

2.2. Les ligands des cellules NKT

2.2.1. La-Galactosylceramide : ligand expérimental non pbipgique

L’ a-GalCer(Figure 14), encore appelé KRN7000 est un GSL extrait d’'une
éponge marindgelas mauritianusors d’un criblage de molécules aux propriétés ant
métastatiques (Morita, Motoki et al. 1995). Ce cos® capable d’activer fortement et
spécifiguement les cellules INKT murines et humsivia la molécule CD1d (Kawano, Cui et
al. 1997), est actuellement synthétisé chimiqueraedisponible commercialement, ce qui en

fait un excellent outil d’étude des cellules iINKT.
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D’un point de vue structure,ofGalCer comprend une partie hydrophobe (le céramide
composé d’'une chaine d’acides gras (de longueu) €R26’'une sphingosine (de longueur
C18), important pour la fixation dans les pochedrbghobes du CD1d (Kawano, Cui et al.
1997). La téte polaire est composée d'un résidactase branché sur le céramide en
conformationa. D’ailleurs, il semble que cette conformation agoioue o Soit importante
pour lactivité des cellules INKT. En effet, il atéé montré que I'anomere3-
galactosylcéramide est dépourvu d’activité surcidtules iINKT (Kawano, Cui et al. 1997).
Toutefois, des travaux plus récents ont montrélgegalactosylcéramide ainsi que d’autres
B-glucosylcéramides (notamment I'iGb3) sont cadgmbd’activer les cellules iNKT de
maniere CD1d-dépendante (Ortaldo, Young et al. 2B&tekh, Singh et al. 2004; Zhou,
Cantu et al. 2004).

En plus de I'affinité de la fixation deokGalCer dans la poche du CD1d, la longueur des
chaines aliphatiques modifie la capacité deGalCer a activer les INKT. Ainsi certains
analogues de d-GalCer tels que 'OCH (Miyamoto, Miyake et al. 200ou le PBS-25
(Zajonc, Cantu et al. 2005)), possédant une chdibm@des gras et/ou une base sphingosine
plus courte, activent moins fortement les celluMiST que I'a-GalCer non modifié (Parekh,
Singh et al. 2004). L'utilisation de tétramere CBOGH a montré que celui-ci se lie
préférentiellement aux cellules INKTP8.2 alors que le tétramere CDadBalCer lie toutes
les populations de cellules INKT (Matsuda, Naideekal. 2000). A c6té de cela, il semble
également que la nature de I'hexose branché sucétamide soit importante. Si la
conformation du groupement hydroxyle (OH) en C4i¢gke a la place du galactose) ne
semble pas avoir d’'influence sur I'activation deiudes INKT (Kawano, Cui et al. 1997), la
conformation du groupement OH en C2 semble imptetqnuisque le remplacement du
galactose par un mannose n’active plus les celidl€3 (Kawano, Cui et al. 1997; Wu, Xing
et al. 2005).

La capacité de d-GalCer a induire la production d’importantes qitastde cytokines
par les cellules iNKT en fait un candidat potent immunothérapie. Néanmoins, ce
composé a les inconvénients de ses avantages pugiu utilisation induit une longue
anergie des cellules INKT (Parekh, Wilson et al0%0 De plus, I'activation des cellules
INKT par I'a-GalCer induit la synthése de cytokines de type (TRM-y) et Th2 (IL-4) ayant
des propriétés antagonistes. Ainsi, I'un des ppi@ck domaines d’investigation des cellules
INKT est la recherche et la synthese d’analogued’ @é&alCer permettant de diminuer

I'anergie provoquée et d’induire spécifiquemennlau I'autre type de cytokines.
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2.2.2. Les ligands exogenes

Ces derniéres années, de nombreux ligands exogapebles d’'activer les
cellules NKT ont été découverts.

Les premieres études suggérant I'existence dedgyaricrobiens des cellules NKT ont
mis en évidence que le glycosylphosphatidylinogi@Pl) était un ligand capable d’activer
les cellules NKT via la molécule CD1d (Joyce, Woetlsl. 1998; Schofield, McConville et
al. 1999). L'utilisation de GPI synthétiques ouraits de parasites?{asmodium falciparum
et Trypanosoma bruceia permis de montrer que ceux-Ci étaient capatilastiver des
cellules NKT de facon CD1d dépendante (Schofiel@éClhville et al. 1999). De plus, il
semble que la partie osidiqgue du GPI soit impoetat#ns I'activation des cellules NKT car
I'utilisation de phosphatidylinositol seul n’induftas de signal d’activation méme si ce
résultat vient d’étre trés récemment remis en clustter, Gonzalez-Roldan et al. 2009).

Plus tard, en 2004, il a été montré qu’'un phosghetositol mannoside (PIM (Figure
14) isolé de mycobactéries était capable de s'ing#aBs la poche du CD1d et d’induire la
production d’IFNy (mais pas d’lIL-4) par une sous population de &=IINKT murines et
humaines (Fischer, Scotet et al. 2004). La mémeéeanm autre groupe a mis en évidence
gue le lipophosphoglycane (LP@igure 14) contenu dans la paroi du paragisgshmania
donovanipouvait lui aussi s'insérer dans la molécule CDtlah@uire la production d’'IFN¢
par des lymphocytes T hépatiques naifs et celagnflL-12 indépendante (Amprey, Im et
al. 2004).

L’année suivante, plusieurs équipes indépendantésrivént que certainsa-
galacturonocéramideiqure 14), isolés de différentes especesSfghingomonagbacilles
Gram négatif dont le lipopolysaccharide pariétdl resnplacé par des glycosphingolipides)
étaient également capables d’activer les celllN&STiin vitro etin vivo (production d’'IFNy
et d'IL-4) (Kinjo, Wu et al. 2005; Mattner, Debodd al. 2005; Sriram, Du et al. 2005; Wu,
Xing et al. 2005).

En 2006, le groupe de Mitchell Kronenberg a isolésigurs ligands NKT CD1d-
restreints a partir d’'un spirochétorrelia burgdorferi(agent responsable de la maladie de
Lyme) capables d’induire la prolifération et la guation de cytokines par les cellules INKT
humaines et murines (Kinjo, Tupin et al. 2006). €Cemposés sont des lipides de type "
galactosyl-diacylglycérol" nommés BbGL, le plusiaite étant BbGL-lI¢Figure 14). A ce
titre, ces mémes auteurs ont montré que tous lepasés de type "diacylglycerol” isolés de

B. burgdorferin’étaient pas capables d’activer les cellules iNKT structure de la chaine
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d’acide gras étant importante pour I'orientationligide et sa reconnaissance par le TCR des
cellules INKT (Kinjo, Tupin et al. 2006; Wang, Li al. 2010).

Plus récemment, un lipopeptidophosphoglycane (LR#®jenant de la membrane du
parasite protozoairEntamoeba histolytica été décrit comme étant un ligand possible des
cellules INKT (Lotter, Gonzalez-Roldan et al. 2008 effet, ce LPPG est capable d’induire
une sécrétion d’IFN- (mais pas d’IL-4) par les cellules INKT qui poutravoir un role
bénéfique dans le contrdle du développement dessahépatiques induits par cette amibe
(Lotter, Gonzalez-Roldan et al. 2009).

Finalement, bien que ceci ait été rapporté dangsummeé de congres, il semblerait que
d’autres ligands issus d’agents pathogenes et Epdlactiver les cellules INKT, aient été
identifiés. Ce serait le cas notamment d’'un "gly@gesholestérol” issu #lelicobacter pylori
ou encore un “diacylglycérol glycosylé" isolé a tparde la bactérieStreptococcus

pneumonia€¢Burrows, Kronenberg et al. 2009).

2.2.3. Les ligands endogenes

A coté de ces ligands exogeénes, les cellules NKiverat étre activées de
facon CD1d dépendante en réponse a des Ag glydigjis endogenes dont la synthése est
dérégulée lors de pathologies auto-immunes, irgfieséis ou encore tumorales. A I'heure

actuelle, tous les ligands endogenes connus serG8e.

2.2.3.1. L’isoglobotrihexosylcéramide (iGb3)

L'iGb3 (Figure 14) est un GSL lysosomal issu de la dégradation de
I'isoglobotetrahexosylceramide par une enzyme B-laexosamidase b. L’utilisation d’'une
souris déficiente pour cette enzynfehexB’) a permis de montrer un déficit important de la
fréquence et du nombre de cellules NKT (environ P3Pdns le thymus et les organes
périphériques de cette souris (Zhou, Mattner 2@04). Ainsi cette étude suggere que I'iGb3
est un ligand physiologique des cellules NKT ayantéle critique dans la sélection positive
des cellules NKT au cours de leur développemenpe@dant la présence méme de I'iGb3
dans I'environnement thymique n’a pas pu étre rarsévidence, que ce soit chez 'homme
ou la souris. Une étude a montré que la présendeGh8 était restreinte a la chaine des

ganglions dorsaux au niveau du cerveau (Spealkg 8akl. 2007). D’autre part, I'utilisation
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de souris déficientes pour I'iGb3 synthase ne neoatrcune anomalie dans le développement
et les fonctions des cellules NKT (Porubsky, Spetaél. 2007). Toutefois, une étude récente
a montré la présence de I'iGb4 dans le thymus lt@rime suggérant la présence de I'iGb3

(Li, Teneberg et al. 2008). Enfin il semble égalatrgpe le déficit dans certaines enzymes du
métabolisme glycosphingolipidique (autre queldnexB) engendre une perturbation du

développement des cellules NKT liée a un défautadeélection positive de ces dernieres

(Gadola, Silk et al. 2006).

A c6té de ce role controversé dans I'ontogénieaddisles NKT, il semble également
que I'iGb3 puisse étre généré au cours d’infectibastériennes. Ainsi la sensibilisation de
DC avec du LPS d&almonella typhimuriuninduit la synthése d’'iGb3 endogéne capable
d’activer les cellules NKT via la molécule CD1d (ttfeer, Debord et al. 2005). Toutefois, ce
mécanisme a lui aussi été remis en question cab@esensibilisées avec le LPS ne semblent
pas contenir d'iGb3 (Speak, Salio et al. 2007).

En conclusion, ligand physiologique ou non, I'iGb&ste tout de méme un lipide
capable d’activer les cellules NKT de fagcon TCRetéante et représente un outil intéressant
dans I'étude des mécanismes d’activation de chde=l

2.2.3.2. Le diganglioside GD3

Le GD3(Figure 14) est un GSL exprimé par certaines cellules tumsrale
humaines d’origine neuroectodermale (mélanomearetrmmes). Il a été montré que le GD3
est capable d’activer de facon CD1d-dépendantesons population de cellules NKT qui
semble représenter 5% de la population totale disles NKT murines apres injection de
cellules tumorales GD3(Wu, Segal et al. 2003). Phénotypiquement cetteulptipn de
cellules NKT reconnaissant le GD3 semble étre ca®pale deux sous populations C4
DN. En réponse a cette activation, ces celluleslypsent de I'lL-4 et de I'IlL-10 et plus
faiblement de 'lFNy (Wu, Segal et al. 2003).

2.2.3.3. Le sulfatide

Le sulfatide (Figure 14) est un GSL produit au cours de pathologies
cérébrales, comme la sclérose en plaques, quileemtason accumulation a la suite de

phénomenes de démyélinisation auto-immune au nigeaystéme nerveux central. En 2004,
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un groupe montre dans un modele expérimental muwén sclérose en plaques
('encéphalomyélite auto-immune expérimentale), dgiesulfatide active de facon CD1d-
dépendante une sous population de cellules NKTimaariantes V@14 probablement un

sous-type de vNKT non &3 ni Va8. (Jahng, Maricic et al. 2004). Une étude tréesméx de

I'équipe de Kumar a montré grace a lutilisatiorun’tétramére CD1d/sulfatide que le
répertoire TCR des cellules VNKT capables de reatiren cette molécule expriment
préférentiellement les segmentsa3Nol-Ju7/J9 et \B8.1/VR3.1-P2.7 (Arrenberg, Halder

et al. 2010). Toutefois reste a savoir si cetteufaipn particuliere de cellules NKT présente
dans le foie, le thymus et la rate peut, au coaragathologie, rencontrer cet Ag. En effet, le
sulfatide n’est retrouvé que dans le cerveau etdes restreignant fortement le panel de

pathologies dans lequel il pourrait avoir un réle.

2.2.3.4. Autres ligands

Chez I'hnomme, il a été montré que les cellules NKdonnaissent de fagon
CD1d-dépendante des auto-Ag, les lyso-phosphobpide type lyso-phosphatidylcholine ou
encore lyso-sphingomyéline) qui servent de mesdggdique en conditions physiologiques
et qui sont augmentés lors des réponses inflamreatffox, Cox et al. 2009). Cette étude
montre aussi que lorsque des APC sont chargées @sedifférents Ag, la production
cytokinique de clones NKT mais aussi de celluleschiement isolées du sang est augmentée
(Fox, Cox et al. 2009).

Finalement, plusieurs études ont montré que l'impken stress au sein d’APC a la
suite de I'engagement d’'un signal TLR, était capattinduire la synthése de nouveaux
ligands endogenes CD1d-restreints et d’activecédisiles NKT humaines et murines (Brigl,
Bry et al. 2003; De Libero, Moran et al. 2005; Rad#allevaey et al. 2007). A ce titre, des
travaux de notre groupe, sur lesquels nous rewasgdmmontrent une activation des cellules
INKT dépendante de la néosynthese de glycolipisemgenes chargés CD1d-restreints (de
nature encore inconnu) en réponse aux agonisteJldes/ et -9 (Paget, Mallevaey et al.
2007).

Ainsi, la découverte récente de ces nombreux ligafsiirtout exogenes) capables
d’activer les diverses populations de cellules NKibntre la diversité fonctionnelle et

phénotypique de ces cellules.
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3. Fonctions biologiques des cellules NKT

La grande conservation de la molécule CD1d au cdeif&volution suggére que
les cellules NKT (du moins celles restreintes anlalécule CD1d) constituent un élément
majeur du systeme immunitaire inné. Ainsi les ésudie ces derniéres années suggerent que
les cellules NKT ont un réle crucial dans linit@ et/ou la polarisation de la réponse
immunitaire au cours de nombreuses pathologies €stlessentiellement dd a leur aptitude a
sécréter rapidement de grandes quantités de cg®kimmunorégulatrices pouvant influencer
I'activation d’autres populations cellulaires duls®me immunitair¢Figure 15). Une autre
propriété de ces cellules est leur capacité a ekedlrectement ou indirectement, une activité
cytotoxique (Matsuda, Mallevaey et al. 2008; Wirgdem Krebs et al. 2010).

3.1. Propriété cytotoxiqgue des cellules NKT

Les cellules NKT, qui expriment des granzymes Bs gerforines et FaslL,
peuvent exercer des activités cytotoxiques dirg@@es, Shin et al. 1997; Shin, Nakayama et
al. 2001). En 2004, le groupe de Maria Leite de adsrmontre qu’a la suite de l'injection
d’'a-GalCer, les cellules NKT expriment la moléculelF@SD178) les rendant ainsi capables
de lyser des cellules FagCD45) (Lisbonne, Hachem et al. 2004). Trés récemmeme, u
étude du groupe de Kronenberg a montré que I'aétogitotoxique directe des cellules NKT,
in vivo, dépendait du niveau d’expression de la molécllédCa la surface des cellules cibles
mais aussi exclusivement de cette interaction kBat/HWingender, Krebs et al. 2010).
Cependant, a coté de ce role direct, les cellul&3 Ideuvent aussi exercer une activité
cytotoxique indirecte, surtout vis-a-vis des ce&tutumorales. En effet, I'injectionarGalCer
a des souris ayant recu des cellules tumoraleaiaatune forte réponse cytotoxique (Smyth,
Crowe et al. 2002), dépendant d’'autres populatmikilaires comme les cellules NK ou
encore les lymphocytes T CD&ytotoxiques (Takeda, Hayakawa et al. 2000). Arsi
utilisant un modeéle de métastases pulmonairesé@iddil6F10), il a été mis en évidence que
I'effet anti-tumoral des cellules NKT (en réponsk@GalCer) était diminué chez une souris

traitée avec I’ asialo-GM1 (déplétion spécifiqua dellules NK) (Fujii, Shimizu et al. 2002).
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3.2. Production cytokinique

Suite a la stimulation de leur TCR ou en réponseemaines cytokines, les
cellules NKT sont capables de produireyitro etin vivo, un panel important de cytokines
immunomodulatrices (Godfrey and Kronenberg 2004 d@éac, Savage et al. 2007). Ainsi
les cellules NKT produisent des cytokines de typd& Tomme I'IFNy et/ou le TNFa, de
type Th2 comme l'IL-4, I'lL-5 et I'lL-13, de type A17 comme I'lL-17 et I'lL-22 ou encore
de I'lL-2, de I'IlL-10 ou de I'lL-21 (Arase, Arasetal. 1993; Yoshimoto and Paul 1994;
Leite-de-Moraes and Dy 1995; Chen, Huang et al718@wano, Cui et al. 1997; Matsuda,
Naidenko et al. 2000; Gumperz, Miyake et al. 2082rada, Magara-Koyanagi et al. 2006;
Michel, Keller et al. 2007; Coquet, Chakravartakt2008; Doisne, Becourt et al. 2009; Goto,
Murakawa et al. 2009). A la différence des lymphesyT conventionnels, également
capables de produire des cytokines de type Thl, d2Thl7, les cellules NKT se
caractérisent par la rapidité avec laquelle elteslpisent ces cytokines (de quelques minutes
a quelgques heures apres activation). Une explitatioette propriété est la présence dans les
cellules NKT de quantités importantes d’ARNm codpatir ces cytokines (tout du moins
pour I'lFN-y et I'lL-4) en absence de toute stimulation (MatsuGapin et al. 2003). Une
autre explication a cette rapidité est que les ptenrs des genes de I'lFnNet de I'lL-4 des
cellules NKT sont plus facilement accessibles aantefurs de transcription que ceux des
lymphocytes T conventionnels. Ceci s’explique pedliait que les facteurs de transcription des
NKT possedent des histones qui sont acétylées@ietlohrs et al. 2003).

Cependant, méme si elles sont capables de praduyiidement de grandes quantités de
cytokines, il semble que la réponse primaire ddlsles NKT soit difficilement polarisable.
Ainsi, Matsuda et ses collaborateurs montrent €@¥82flie des techniques classiques utilisées
pour polariser des lymphocytes T conventionnels TBaifs (comme linjection de doses
variables d’Ag) ne modulent pas le profil cytokinegdes cellules NKT (Matsuda, Gapin et al.
2003). Malgré ce profil initial mixte ThO, les NKSemblent capables d'initier et/ou de réguler
le développement de réponses immunitaires de tyyde Th2 et/ou Th17 essentiellement via

leur capacité a interagir avec d’autres populatmaikilaires.

3.3. Partenaires cellulaires des cellules NKT

De par leur capacité a sécréter de nombreusesiogtles cellules NKT sont

capables de moduler les fonctions de nombreuseslgi@mms immunes. Par exemple, les
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lymphocytes NK peuvent s’activer en réponse a |4fFNroduit par les cellules NKT et
potentialiser leur sécrétion d’IFi-et leur pouvoir cytotoxique (Carnaud, Lee et &99;
Smyth, Crowe et al. 2002). De méme, les cellulesTNKont également participer
indirectement a I'activation des lymphocytes T gamvonnels. Ainsi en réponse a{GalCer,
les cellules NKT peuvent participer a la mise eacel de la réponse immune adaptative
(Singh, Hong et al. 1999; Nishimura, Kitamura e28l00; Gonzalez-Aseguinolaza, Van Kaer
et al. 2002).

Les cellules NKT sont également capables de dialoglirectement avec les APC
professionnelles que sont les DC mais aussi lephprytes B. Par exemple, il est clairement
établi que les cellules NKT sont capables d'infeemla réponse humorale en facilitant la
maturation, la prolifération et la production opaie d’lg par les lymphocytes B par un
mécanisme CD1d-dépendant (Galli, Nuti et al. 20R8ssignol, Barra et al. 2007; Lang,
Devera et al. 2008). Les conséquences de l'inieraates cellules iINKT avec ces APC
faisant partie intégrante de ce travail de thestaspect sera introduite et discuté plus tard
dans les parties "Résultats" et"Discussion”.

4. Mécanismes d’activation des cellules NKT

Au cours de ces dernieres années, de nombreustss &a sont intéressées aux
mécanismes d’activation des cellules NKT notamnaentours des processus infectieux. Ces
études présentent deux voies d’activation faisatgrvenir ou non la reconnaissance des
ligands CD1d-restreint par le TCR des cellules NKifure 16).

4.1. Activation des cellules NKT dépendante du TCR

La molécule CD1d est capable de présenter de nembigands lipidiques
d’origine diverses au TCR des cellules NKT. Si caennous I'avons vu, la molécule CD1d
est capable de présenter des ligands d’origineoimienne, des données récentes démontrent
que ces ligands peuvent étre également généréage fendogene. Ainsi, ces données
suggerent que les cellules NKT peuvent étre actip@e deux voies distinctes, impliquant la

reconnaissance de ligands exogénes ou endogéenes.
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De nombreuses études ont montrées que des stsicglyeolipidiques issus de
différents micro-organismes pouvaient activer ledluges iINKT de maniere CD1d-
dépendante (Schofield, McConville et al. 1999; Aeyrm et al. 2004; Fischer, Scotet et al.
2004; Kinjo, Wu et al. 2005; Mattner, Debord et 2005; Kinjo, Tupin et al. 2006; Lotter,
Gonzalez-Roldan et al. 200@igure 16d).

Par ailleurs, Brigl et ses collaborateurs ont méonue des DC sensibilisées par le LPS
de Salmonella typhimuriunsont capables d’activer les cellules iINKT de mani@D1d-
dépendante et en présence d’IL-12 (Brigl, Bry et2803) (Figure 16a) Cependant a la
difféerence des travaux précédents, I'activation cdhiles iINKT nécessite la reconnaissance
d’'un ligand n’ayant pas une origine microbiennenghi ce travail suggére pour la premiére
fois qu’un ligand des cellules iINKT peut étre génpar une APC de facon endogéne. Plus
tard, il a été démontré qsalmonella typhimuriuractivait les DC, de facon TLR-dépendante
(probablement via le TLR-4), permettant la synthésdogeéne d'iGb3 capable d’activer les
cellules iNKT via la molécule CD1d (Mattner, Debatdal. 2005). Une étude du groupe de
De Libero a également mis en évidence que certdiaeteries (et le LPS bactérien), en
activant certains TLR, étaient capables d’induiree uperturbation du métabolisme
glycosphingolipidique au sein d’'une APC permettianhéo-synthése de ligands lipidiques
endogenes CD1-restreints (De Libero, Moran et @GD52 Depuis ces premiéres études,
plusieurs autres études sont venues conforter bgtiethéseAinsi, des travaux au sein de
notre groupe ont montré, chez la souris, que hawtétion de DC par le CpG-ODN (agoniste
du TLR-9) et le R-848 (agoniste du TLR-7) indudédtivation des cellules iINKT (production
d’'IFN-y mais pas d'IL-4)(Figure 16a) De facon intéressante, cette activation CD1d-
restreinte nécessite la néo synthese d'un glyddigindogéne chargé ainsi que la présence
d’'IFN-B (Paget, Mallevaey et al. 2007). A I'heure actualke ou ces ligands ne sont pas
identifiés. Toutefois, 'engagement de TLR a laface d’APC peut aboutir a I'activation des
cellules NKT sans nécessiter la genése de liganBdd@estreints (Nagarajan and
Kronenberg 2007)(voir ci-dessous).

Finalement, I'activation des cellules NKT peut @yaént se faire via des récepteurs
autres que les TLR (Mallevaey, Zanetta et al. 20B6)effet, I'ceuf deSchistosoma mansoni
active les cellules NKT via la synthése de ligaretedogénes (non identifiés), ceci
indépendamment des TLR (et de I'lL-1Ejgure 16b).
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4.2.. Activation des cellules NKT indépendante d0R

Il a été recemment mis en évidence que I'engagedenTLR-4 et 9 au sein des
DC permettait I'activation des cellules NKT murinde facon CD1d-indépendante. Cette
activation nécessite uniguement l'action de coeiact comme I'lL-12 et I'lL-18 (Nagarajan
and Kronenberg 2007; Tyznik, Tupin et al. 200Bigure 16c) Ces résultats confirment de
précédents travaux qui montraient que I'ajout exegde ces deux cytokines était suffisant
pour activer les cellules NKT (Cui, Shin et al. I9€berl and MacDonald 1998; Leite-De-
Moraes, Hameg et al. 1999). Au méme titre, nousiswvécemment montré dans le groupe,
que l'injection de CpG-ODN activait des lymphocyMIST (uniquement production d’IFN})
et impliquant dans ce cas un mécanisme indépenda@D1d mais nécessitant la présence de
'lL-12 (Paget, Bialecki et al. 2009rticle en annexe) Le groupe de Laurent Brossay a
également montré qu’au cours de l'infection avecywmeégalovirus murin (MCMV), les
cellules NKT s’activaient directement en réponséllal2 combinée aux IFN de type |
probablement via I'engagement du TLR9 (Wesley, messet al. 2008). Cette activation des
cellules NKT par I'engagement des TLR souléve Issfulité d’'une activation directe de ces
cellules par ces agonistes TLRs. En effet, cheantime, Marschner et ses collaborateurs ont
montré que des cellules NKT sanguinesi24’ exprimaient 'ARNm des TLR1 et 5
(Marschner, Rothenfusser et al. 2005). Chez laisodeux études distinctes ont montré que
les cellules INKT exprimaient les TLR4 et 9 et dudilisation d’agonistes spécifiques de ces
deux TLR aboutissaient a l'activation directe ddleseci (Askenase, Itakura et al. 2005;
Tsujimoto, Ono et al. 2006). Cependant les résuttaitant du TLR9 ont depuis été remis en
guestion notamment la capacité de I'agoniste dudraRictiver directement les NKT (Tyznik,
Tupin et al. 2008; Jiang, Sun et al. 2009).

De facon intéressante, il a récemment été monteglguraitement de souris avec la
cytokine pro-Th2, IL-33, induisait la prolifératiades cellules NKT spléniques et hépatiques
(Bourgeois, 2009). Ainsi, le traitement de cellul&T purifiées avec cette cytokine
engendre la prolifération et l'activation fonctielle de ces dernieres, avec de fagon
surprenante un profil cytokinique biaisé Thl (prcttin préférentielle d’IFNY (Bourgeois,
Van et al. 2009) alors que cette cytokine est plabinue pour ces vertus pro-Th2 (Arend,
Palmer et al. 2008).

Il faut également citer que certains récepteurype NK a la surface des cellules NKT,
une fois activés, permettent leur activation. Airlgdugmentation de certains ligands de

NKG2D au cours de processus pathologiques indaitil/ation des cellules NKT (Vivier,
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Tomasello et al. 2002). Ces résultats sont en dcagec des travaux antérieurs qui ont
montré que la stimulation de cellules T NKldvec un anticorps dirigé contre la molécule
NK1.1 permettait d'induire une prolifération et upeoduction sélective d’'IFN-par ces

cellules (Arase, Arase et al. 1996).

4.3. Facteurs modulant I'activation des cellules NK

Ces différents mécanismes d’activation peuvent iauss moins en partie,
expliquer la notion de modulation d’activation deslules NKT. En effet, comme nous
'avons vu ces cellules peuvent, grace a leur aghtita sécréter de grandes quantités de
cytokines, polariser les réponses immunes versrofil plutot de type Thl ou plutdt de type
Th2. Ainsi en accord avec ces différentes modatitastivation des cellules NKT, plusieurs
facteurs peuvent expliquer cette modulation. Al@snicroenvironnement, la nature de 'APC
et/ou de I'Ag mise en jeu ainsi que la sous poprdatie cellules NKT impliquée influencent
la qualité de la réponse cytokinique des cellul&S NGodfrey and Kronenberg 2004).

Parmi les facteurs pouvant moduler l'activation d@edules NKT, I'environnement
cytokinique semble important. L'IL-12 (seule ou danée a I'lL-18), I'lFN de type | ou I'lL-
33 biaisent la production de cytokines des celllN&ST vers un profil Thl (Kawamura,
Takeda et al. 1998; Leite-De-Moraes, Moreau etl888; Leite-De-Moraes, Hameg et al.
1999; Marschner, Rothenfusser et al. 2005; Bousgatn et al. 2009) alors qu’'a l'inverse,
I'IL-7 semble polariser les cellules NKT vers urofir Th2 (Leite-de-Moraes and Dy 1997,
Hameg, Gouarin et al. 1999). De plus, I'environnemeytokinique peut influencer
I'activation de ces cellules non pas en agissaettément sur ces dernieres mais en ayant un
effet sur les APC. A titre d’exemple, un groupegapis a démontré que des DC myéloides
chargées avec d-GalCer et cultivees en présence de cytokines ge f/hl ou Th2
polarisaient les cellules NKT vers un profil cytokjue opposé a celui du pré-traitement des
DC. Ainsi, le traitement des DC avec I'lRNinduit une production préférentielle d’IL-4 par
les cellules NKT et inversement (Minami, Yanagawale2005). De plus certains médiateurs
de I'inflammation peuvent jouer un réle dans lagpsiation de la réponse des cellules NKT.
Ainsi une étude au sein du laboratoire a montrélgjeut de prostaglandine D2 biaisait la
production de cytokines des cellules NKT en répanbe-GalCer d’un profil mixte ThO vers
un profil Th2 (Torres, Paget et al. 2008).
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Par ailleurs, la nature du ligand présent dans deh@ CD1d semble également
influencer le type de cytokines produit par la welINKT. C’est pourquoi a I'heure actuelle,
de nombreux groupes spécialisés dans la chimid&ysent et testent de nombreux ligands
CD1d-restreint dérivés de aFGalCer. Ainsi sont apparus des dérivés adeGQalCer
présentant un biais Th2 comme 'OCH méme si cdlunduit une production plus faible
d’'IL-4 que l'a-GalCer (Miyamoto, Miyake et al. 2001). Depuis uariant C20:2 de d-
GalCer (variant présentant une chaine d'acides @23 carbones présentant 2 insaturations
en Cl11 et C14) a vu le jour en 2005 induisant égefeg un biais Th2 mais permettant de
produire des quantités d’IL-4 identiques a celleenues en réponse aiGalCer (Yu, Im et
al. 2005). A l'opposé, il existe aussi des dériagant cette fois un biais Thl comma-IC-
galactosylcéramide ayant un groupement CH2 a leepdi la liaison osidique O (Schmieg,
Yang et al. 2003).

Depuis quelques années plusieurs études monteqistence de sous populations de
cellules NKT ayant des propriétés fonctionnellestidctes. Ainsi les cellules NKT hépatiques
ont des propriétés anti-tumorales plus importagtes celles isolées du thymus ou de la rate
(Crowe, Coquet et al. 2005). De plus, il semble disetivité anti-tumorale soit
principalement portée par la sous population de NIKI' (Crowe, Coquet et al. 2005). Reste
a savoir si cette difference s’explique par deppébés distinctes intrinséques ou par un role
de la molécule CD4 elle-méme. Le groupe de Jenmypguz a montré, chez ’'homme, que la
neutralisation de la molécule CD4 & la surface ldees T W24 CD4" engendrait une
inhibition de la prolifération et de la productida cytokines par ces cellules en réponse-a I
GalCer (Chen, Wang et al. 2007). Enfin, méme s&t difficile d’étudier les autres
populations de NKT, comme les cellules VNKT ou I®&KT-Like", il semble que ces
différentes populations peuvent produire des cyiekiantagonistes au cours d’infections
(Duthie, Kahn et al. 2005; Mallevaey, Fontainelef@07).

La fréquence et la durée de stimulation semblerieégent étre deux paramétres
capables de moduler la réponse cytokinique desilleslINKT. Ainsi une administration
unique da-GalCer induit un profil de synthése ThO (IfNet IL-4) alors que des doses
répétées ai-GalCer semblent orienter le profil de sécrétiomsvan type Th2 (Burdin,
Brossay et al. 1999). Finalement, la nature de CAprésentant I'Ag semble également

influencer la nature de la réponse induite paelale NKT.
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4.4.Suivi post-activation des cellules NKT

Suivre les cellules NKT aprés leur activation n’pas chose facile. En effet,
plusieurs études ont montré que les cellules NKJedaient indétectablaes vivo aprés une
stimulation avec ti-GalCer, I'lL-12 ou un anti-CD3 (Eberl, Lees et 40999; Leite-de-
Moraes, Herbelin et al. 2000). En conditions infdes, il semble également que celles-ci
deviennent indétectables (Hansen and Schofield)2004e premiére explication simple a ce
phénomene est que les cellules NKT rentrent dansrocessus d’apoptose et cela de facon
dépendante de la voie Fas/FasL (Leite-de-Moraedyete et al. 2000). L'apparition rapide
de cette mort cellulaire programmée est sans ddwgea un contrble de la réponse de ces
cellules par l'organisme afin déviter une sécnétiarop importante de cytokines
potentiellement délétere.

Cependant, I'apoptose n’est pas la seule explicatita disparition des cellules NKT.
En effet, la diminution de certains marqueurs audace des cellules NKT aprés activation
peut également expliquer cette disparition appardrds premiers travaux datent de la fin des
années 90 quand un groupe américain montre gwaite d’'une stimulatiom vitro avec un
anti-CD3, des cellules NKT CD4NK1.1" perdent I'expression du marqueur NK1.1 et
partiellement celle de CD4 (Chen, Huang et al. J9@@s travaux ont ensuite été confirmés
in vivo en montrant que l'injection d-GalCer induisait une diminution de I'expression de
NK1.1 mais aussi une internalisation du complexe800R a la surface des cellules NKT
(Wilson, Johansson et al. 2003). Ce phénoméne gaibpermettre a la cellule NKT d’éviter
une sur-activation. De plus, il semble que lesutetl NKT proliféerent quelques jours apres
I'injection de l'a-GalCer (Crowe, Uldrich et al. 2003; Wilson, Jolsors et al. 2003). Ce
phénotype a également été confirmé en contextetiatex (Tupin, 2007) que ce soit dans un
modele parasitaire (malaria) (Hansen, Siomos et2@03) ou bactérien (salmonellose)
(Wilson, Johansson et al. 2003).

5. Cellules NKT et pathologies

De par leurs propriétés fonctionnelles, notamment lproduction importante de
cytokines, les cellules NKT sont impliquées dansdiveloppement et le contrdle de
nombreuses réponses immunitaires, avec tantot lenbgnéfique, tantét un rble délétere.

Ainsi dresser un bilan exhaustif et détaillé de Iéle parait impossible tant la littérature a ce
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sujet est abondante. Cette partie traitera de gesl@xemples de réponses immunitaires,
balayant, au plus large, différents types de patiies au cours desquelles les cellules NKT

jouent un réle.

5.1. NKT et pathologies auto-immunes

Leur capacité a produire de grandes gquantités &iogs immuno-modulatrices
(et notamment des cytokines de type Th2) fait @dlsles NKT une population d’intérét dans
la régulation des pathologies auto-immunes. Airigiplication des cellules NKT a été
décrite dans de nombreux modeles comme le diak@téymk |, le lupus érythémateux
disséminé (LED), la sclérose en plague ou encartaine modéles d’arthrites ou de colites
(Kojo, Adachi et al. 2001; van der Vliet, von Bloar et al. 2001; Wang, Geng et al. 2001,
Heller, Fuss et al. 2002; Forestier, Molano e2805). Néanmoins, le rble des cellules NKT
dans ces pathologies differe en fonction des msdgldes approches expérimentales utilisées.
Cette partie ne traitera que le diabete de typelé €ED représentant les modeles d’auto-

immunités les plus établis mais aussi les plusrogatsés.

5.1.1. Le diabete de type |

Un grand nombre d’études visant a étudier le r@e ckllules NKT dans les
pathologies auto-immunes se sont intéressées aeétdiae type |. Bien que qu'il s'agisse
d’'une maladie multifactorielle, il est admis qu’um®rientation de la balance Th1/Th2 vers le
versant Thl est a l'origine de son développemehezQles patients diabétiques ou dans le
principal modéle expérimental murin (souris NOD)semble que la frequence des cellules
NKT soit diminuée au cours de la pathologie (Baxt@nder et al. 1997; Kukreja, Costi et al.
2002). Ce défaut en cellules NKT est ainsi une thgse séduisante permettant d’expliquer la
survenue du diabete auto-immun. De méme, il semndeles souris NOD déficientes pour
CD1d développent une forme plus sévere de la neal@hi, Ljunggren et al. 2001; Wang,
Geng et al. 2001). Plusieurs études ont montrél’qugmentation artificielle du nombre de
NKT chez la souris NOD par transfert adoptif ou patilisation de souris transgéniques
(surexpression du réarrangemerntiv-Ji18) protégent les souris NOD du développement du
diabéte (Hammond, Poulton et al. 1998; Lehuen, A.antal. 1998). Cependant ces données

ont depuis été remises en question puisque la lpgikon’est pas exacerbée si les souris
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NOD CD1d" sont davantage "backcrossées” (Wang, Geng eb@l)du bien lorsque des
souris NOD a18” sont utilisées (Bach, Bendelac et al. 2004).

Toutefois, il semble que le modele utilisé pourdiine le diabete soit important pour
comprendre le rbdle exact des cellules Nkl cours de cette pathologie. Ainsi
lorsque des lymphocytes T CD8pécifiques d’'un Ag exprimé sélectivement parcietules
B des ilots de Langherans, sont injectés chez lasss@ceveuses pour induire un diabéte, les
cellules NKT potentialisent le développement dpdthologie (Griseri, Beaudoin et al. 2005).
Dans le cas du diabete induit par [linfection pa Virus LMCV (lymphocytic
choriomeningitis virus), des souris transgéniqussrgxprimant les cellules INKT) ne
développent pas de diabete, contrairement aux ssaibld KO (déficientes en NKT)
suggérant dans ces conditions un réle protecteuceltules INKT (Diana, Griseri et al. 2009).

D’autres études montrent que les cellules NKT sapiables d’induire une protection
contre le diabéte chez la souris NOD via leur agéta biaiser leur production de cytokines
vers un profil Th2 (IL-4 essentiellement) (LaloBeaudoin et al. 2001) et ainsi inhiber la
différenciation des cellules T anti-ilgsen cellules effectrices pro-Thl (Beaudoin, Laletix
al. 2002).

Chez ’'homme, la situation est tout aussi floueedtude a montré que la fréequence des
cellules NKT est diminuée chez les patients digjoés en comparaison a des sujets sains
(Kukreja, Costi et al. 2002). Cependant deux audtades ont contredit la premiere affirmant
pour l'une que la fréequence des cellules NKT chesz patients diabétiques est augmentée
(Oikawa, Shimada et al. 2002) et I'autre ne montpas de différences significatives (Lee,
Putnam et al. 2002).

Ainsi prises dans leur ensemble, ces données meeftent pas de donner a I'heure
actuelle un role précis et spécifiqgue des cellN&S dans le diabéete de type | humain ou

murin.

5.1.2. Le lupus érythémateux disséminé

L’influence des cellules NKT dans la préventionldtD a été suggérée dans
deux études utilisant des modéles murins de lupasété montré que la déficience en CD1d
s’accompagnait d’une exacerbation du lupus dameastele d’atteinte rénale (Yang, Singh et

al. 2003) et d’'une dermatite plus sévére dans udemeade lupus cutané (Yang, Chun et al.
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2004). Cependant des travaux antérieurs avaientrén@ue la déficience en CD1d (au
contraire de celle efi2m) n’avait aucun effet sur le développement dasodele cutané de
lupus (Chan, Paliwal et al. 2001). Toutefois, iltfaiter que, dans un modele murin de lupus
entrainant une glomérulonéphrite (souris NZBXNZW&s cellules NKT s’expandent et
paraissent plus auto-réactives (Forestier, Molanal.e2005), I'administration d-GalCer
chez ces souris favorise le développement de laojmgjie (Zeng, Liu et al. 2003) et le
traitement avec un anti-CD1d a un effet bénéfiqaesdce modele (Zeng, Lee et al. 2000).
Ainsi dans ce modéle les cellules NKT semblent fi@eo la production d’anticorps anti-ADN
par les cellules B (Zeng, Liu et al. 2003; Takalhasid Strober 2008).

Ainsi, comme pour le diabéte de type |, le role dekules NKT dans le lupus tantét
bénéfique tantdt deélétére n'est pas clairementngéfirobablement lié a l'utilisation de
souches murines différentes entrainant le plusesdwles pathologies différentes. Néanmoins,
leur capacité a produire sous certaines condititasscytokines pro-Thl ou pro-Th2 fait des
cellules NKT une cible thérapeutique privilégiéenslda lutte contre les maladies auto-

immunes et le maintien de la tolérance en périghéri

5.2. NKT et immunité anti-tumorale

A la différence de leur implication dans les patigigés auto-immunes plutét liée a
leur capacité a produire des cytokines de type @ihs le cancer les cellules NKT semblent
jouer un role plutot via leur production de cytadsde type Thl (essentiellement I'lFyIN-

L’activité anti-métastasique deotGalCer (Morita, Motoki et al. 1995) est liee a sa
capacité a activer les cellules NKT (Kawano, Cuiakt 1997). Lb-GalCer a été isolé
originellement pour ses propriétés anti-cancéresksita, Motoki et al. 1995). En effet,
I'activation des cellules NKT par d-GalCer permet de diminuer le développement de
nombreux cancers (mélanomes, sarcomes, carcinomeis}s par des lignées cellulaires
cancéreuses chez la souris (Smyth, Crowe et aR; Zfii, Liu et al. 2004; Swann, Crowe et
al. 2004; Crowe, Coquet et al. 2005; Smyth, Walletcal. 2005). Dans ce cas, la production
importante d’'IFNy par les cellules NKT permet d’'une part la transation des cellules NK,
augmentant ainsi leur production cytokinique et Ipauvoir cytotoxique et d’autre part la
maturation des DC, pouvant a leur tour activerlgephocytes T CD8cytotoxiques (Swann,

Crowe et al. 2004). Sid-GalCer posséde des vertus anti-cancéreuses imfgstahez la
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souris, les premiers essais cliniques réalisés themme sont plutdét décevants (Motohashi
and Nakayama 2008). Une explication a ce phénonestelinduction d’'une anergie
irréversible des cellules NKT pamfFGalCer (Parekh, Wilson et al. 2005). Les obseovasti
cliniues sont plus encourageantes lorsqae@alCer est directement chargé sur des DC
(Kunii, Horiguchi et al. 2009). Dans ce cas, l'abs® d’anergie pourrait expliquer ces
résultats positifs. A ce titre, il a été montré dudilisation d’IL-2 pourrait également
empécher I'anergie des cellules NKT, apportant aumee solution possible (Parekh, Wilson
et al. 2005).

En absence d’'une stimulation pam4GalCer, I'injection de fortes concentrations d’IL-
12, cytokine connue pour ses propriétés anti-cansés, est capable d’induire une réponse
anti-tumorale en activant directement les celllNéssans I'aide des cellules NKT (Takeda,
Hayakawa et al. 2000). Toutefois, des expérienéalistes chez des sourisl8 ou de
transfert de cellules NKT pré-traitées avec I'lL-d@8t montré que les cellules NKT sont
essentielles dans l'activité anti-tumorale et amétastatique de cette cytokine (Cui, Shin et al.
1997; Shi, Ljunggren et al. 2001).

Les cellules NKT semblent également impliquées damsunosurveillance. En effet,
le développement des tumeurs en réponse au caeciaogéthylcholanthréene (MCA) est plus
rapide chez des souris déficientes en NKT1gl™ et CD1d") comparativement & des souris
sauvages (Crowe, Smyth et al. 2002). Il semble apieeffet dépende de [l'action des
cellules NKT sur les cellules NK et les lymphtssy T CD8 (via la production précoce
d’'IFN-y). A l'opposé, les cellules NKT peuvent égalemewdiaun role inhibiteur sur la
réponse anti-tumorale (Takeda, Hayakawa et al. 2080 effet, dans un modele de
fibrosarcome, les auteurs montrent que I'inocutatia fibrosarcome chez des souris CD1d
prévient la réapparition de la tumeur. Cet effeaisedu a la production d’IL-13 par les
cellules NKT qui pourrait, en retour, inhiber I'ast anti-tumorale des cellules NK et T CD8
Cependant, dans ce modeéle, I'utilisation de soOBd.d” peut traduire une différence dans
limmunité anti-tumorale entre les cellules INKT @NKT. En effet, plusieurs études ont
montré que les différentes populations de celll&I pouvaient avoir des propriétés anti-
tumorales distinctes. Alors que I'action anti-tuaderde I'lL-12 semble étre dépendante des
cellules NKT, une étude a montré, en comparangjet de tumeurs suite a un traitement a
I'IL-12 chez des sourisodl8" et CD1d", des roles antagonistes des cellules iNKT et vNKT
dans l'effet anti-tumoral de I'lL-12 (Park, Kyin at. 2003). En accord avec cela, une autre

étude utilisant quatre modeles de tumeurs monteelgsi cellules iINKT ont un effet anti-
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tumoral alors que les cellules VNKT ont un réle ggseur sur 'immunité anti-tumorale
(Terabe and Berzofsky 2008). Par ailleurs, il semiple toutes les populations de NKT
n'aient pas le méme pouvoir anti-tumoral. Ainsiesitransfert de cellules NKT hépatiques
CD4 & des sourisall8 prévient le développement de métastases pulmendignée
B16F10) alors que le transfert de NKT hépatiquegt'Cizmble avoir un effet plus modeste
(Crowe, Coquet et al. 2005). Finalement, l'origiresulaire des cellules NKT transférées a
également son importance car si les cellules NKToike ont des propriétés anti-tumorales
importantes, les cellules NKT thymiques et spléagan sont dépourvues (Crowe, Coquet et
al. 2005).

Ainsi ces études montrent clairement que le patkatiti-tumoral des cellules NKT est

essentiellement du a leur capacité a trans-actiesr populations effectrices comme les

cellules NK ou les lymphocytes T CDh8

5.3. NKT et pathologies inflammatoires: I'asthme

L'asthme est une maladie inflammatoire chroniques déronches
s’accompagnant d’une inflammation de I'épithéliurorxhique, d’'une bronchoconstriction et
d’'une hypersécrétion de mucus. Cette pathologieliést a des facteurs génétiques et
environnementaux tel que I'exposition a des alleege Dans ce modeéle inflammatoire, il est
clairement établi que les cellules NKT jouent ule dans le développement de cette maladie.
En effet, des sourisal8” et CD1d ne présentent pas les symptomes classiques de la
maladie que sont une hyperréactivité bronchigueramutement d’éosinophiles dans les
voies aériennes profondes ou encore une augmentsita réponse Th2 (Akbari, Stock et al.
2003; Lisbonne, Diem et al. 2003). Par ailleurs,dateurs ont montré que le transfert adoptif
de cellules NKT chez les souris déficientes resiade développement de la pathologie
(Lisbonne, Diem et al. 2003), suggérant un roleétééé de ces cellules. Le rble des cellules
NKT semble lié a leur capacité a produire des dgesk Th2 comme I'lL-4 ou I'lL-13, car le
transfert de cellules NKT IL4 ou IL-13" chez des animauxd8’ ayant recu un protocole
d’asthme ne restaure pas I'hyperréactivité bronahig\kbari, Stock et al. 2003).

Ainsi, les cellules NKT participant au développemés I'asthme grace a leur aptitude a
produire des cytokines de type Th2. Plusieurs &ttt voulu étudier 'effet protecteur de

I'a-GalCer en s’appuyant sur le fait que celui-ci dule capacité d’induire une synthése
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"soutenue” d’'IFNy (et une synthése "transitoire” d’IL-4) par lesldels NKT. Ainsi une
administration di-GalCer en phase de challenge inhibe les symptédees’asthme
(Hachem, Lisbonne et al. 2005; Morishima, Ishiiaét 2005), par contre, si une seule
injection du-GalCer protége la souris du développement dehifast plusieurs I'exacerbent
(Morishima, Ishii et al. 2005). Ces résultats nmlgient pas si surprenant puisque des travaux
antérieurs avaient montré que linjection répétée-@alCer favorisait la production de
cytokines de type Th2 par les cellules NKT (Burd@mgpssay et al. 1999; Singh, Hong et al.
1999).

Chez 'homme, le réle des cellules NKT dans l'asthest controversé. Une premiere
étude en 2006 du groupe du Dr. Umetsu a montrépooortion importante des cellules
INKT dans les BAL de patients asthmatiques, sugdéum rble de ces cellules dans le
développement de la pathologie (Akbari, Faul et2806). Ces résultats ont été remis en
cause par difféerentes études décrivant de faibigsoptions des cellules NKT dans les BAL
(Pham-Thi, de Blic et al. 2006; Thomas, Lilly et 2006; Mutalithas, Croudace et al. 2007).
Cette disparité pourrait s’expliquer par les styae de détection des cellules NKT utilisées
(Thomas, Chyung et al. 2010).

Dans un modéle d’hyper réactivité bronchique ingait un polluant atmosphérique,
I'ozone, les souris développement rapidement upeagctivité associée a un recrutement de
macrophages et de neutrophiles dans les voiesnaédaeprofondes (Pichavant, Goya et al.
2008). Les sourisall8” et CD1d ne développent pas d’hyperactivité bronchique naomtr
un réle des cellules NKT (Matangkasombut, Pichaear. 2009). De fagon intéressante, des
souris IL17A" ne développent pas d’hyperactivité bronchique syéposition a 'ozone.
Ainsi, cette cytokine synthétisée par certainedulssd NKT apparait crucial pour le
développement de la maladie causée par I'ozoneafMibasombut, Pichavant et al. 2009). La
sous-population de cellules NKT NKZ1.técemment mis en évidence par I'équipe de Maria
Leite de Moraes, spécialisées dans la productitini¥ et participant au recrutement des
neutrophiles en contexte inflammatoire pourraiteptellement jouer un réle dans cette
pathologie (Michel, Keller et al. 2007).

5.4. NKT et pathologies infectieuses

De nombreuses études ont été réalisées pour difiméle des cellules NKT
dans les réponses contre les pathogenes. Touteétis, partie ne traitera que des infections
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dans lesquelles les cellules NKT jouent un rélaurghtet non des modeéles ou l'impact des
cellules NKT sur la réponse anti-infectieuse a étiédié de facon artificielle (injection
exogeéne di-GalCer). Pour étudier ce role naturel des celllN&g, la plupart des groupes
utilisent les souchex18” et CD1d"™ permettant de souligner un réle des cellules Nifisd
les infections mais aussi éventuellement d’étuldiedle des différentes populations de NKT
(INKT vs vVNKT). Ainsi l'utilisation de ces modeles expérintaux montre que les cellules
NKT participent a I'immunité anti-infectieuse diég contre certaines bactéries, parasites ou
encore virus (Tupin, Kinjo et al. 2007; Tessmetjria et al. 2009). Méme si dans la grande
majorité des cas les cellules NKT jouent un rélediigue, elles peuvent parfois jouer un role
délétere.

Les mécanismes d’activation et d’action des celuNKT au cours de processus
infectieux restent encore assez mal connus. Ekesbkent exercer leurs propriétés anti-
infectieuses grace a leur capacité a réguler lpsnges immunes en jouant sur la balance
Th1l/Th2 ou encore en controlant certaines populaticellulaires aux propriétés
immunosuppressives, telles que les MDSC (myeloit/el@-suppressor cell) (De Santo, Salio
et al. 2008).

5.4.1. Les infections bactériennes

Il a été mis en évidence dans de nombreuses iofscthactériennes le réle
protecteur des cellules NKT. En effet, au cours lilefection par le cocci Graih
Streptococcus pneumonjam®utes les souris déficientes en cellules iINK&LE") meurent
quelques jours aprés l'infection par cette bactalers que la plupart des souris sauvages
résistent a linfection (Kawakami, Yamamoto et aD03). De plus, les sourisnd8”
présentent une bactériémie plus importante, unéndiion du recrutement des neutrophiles
et des niveaux de cytokines plus faibles dans lenom (Kawakami, Yamamoto et al. 2003).
Les cellules NKT semblent également jouer un rélea@urs des infections pulmonaires dues
au bacillePseudomonas aeruginaskn effet, I'utilisation de souris CDIdou linjection
d’anti-CD1d diminuent le nombre de neutrophilesra@tés dans les lavages broncho-
alvéolaires (Nieuwenhuis, Matsumoto et al. 2002pé&hdant, une autre étude est venue
contredire ce résultat en montrant que des sowri8’J n'étaient pas plus sensibles a

l'infection que les souris sauvages (Kinjo, Tupih a. 2006). Cette différence peut
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s'expliquer par ['utilisation de souches bactériemndistinctes ou par des voies
d’administration différentes (intra-nasafeintra-trachéale).

Un autre exemple de I'importance des cellules NK&téamontré au cours de la maladie
de Lyme due au spirochétorrelia burgdorferi En effet, I'injection intra-dermale de
Borrelia chez des animaux CDidinduit un développement plus important de lathri
(Kumar, Belperron et al. 2000; Belperron, Daileyaét 2005). De plus, les cellules NKT
semblent également jouer un role protecteur damphases précoces de la réponse immune
contre le bacille Grafn Listeria monocytogenesAinsi, des souris CDId présentent
précocement (2h aprés infection) une charge beat#ei supérieure aux souris contrbles
(Arrunategui-Correa and Kim 2004). En accord avela,cil a été montré que les cellules
INKT s’activaient précocement au cours de la lisg® (production d’'IFN¢ mais pas d’IL-4)
et qu’elles participaient ainsi au développementadeéponse immune contre cette bactérie
(Ranson, Bregenholt et al. 2005). Toutefois deslt@s antérieurs avaient montré que le
traitement de souris infectées par un anti-CD1d lianaét la listériose chez la souris
suggérant un role délétére des cellules NKT (Szélagel et al. 1999).

De méme, les cellules NKT semblent jouer un roléétdée dans linfection a
Chlamydia trachomatis Ainsi les souris CDIf infectées perdent moins de poids et
présentent une charge bactérienne diminuée paontagux souris sauvages (Bilenki, Wang et
al. 2005). Ceci s’explique par une réponse Th2 migé chez les souris déficientes en NKT
facilitant la clairance bactérienne. Toutefoisreste a mieux comprendre comment les
cellules NKT favorisent le développement de linfen a Chlamydia,en augmentant la
réponse Th2, alors que dans la majorité des aurtfestions, les cellules NKT promeuvent

une réponse Thl ce qui aide la clairance bactéienn

5.4.2. Les infections parasitaires

Les cellules NKT ont également un rble au coursidistions parasitaires.
Ainsi, lors de l'infection par le parasiteeishmania donovanies souris CD1d infectées
présentent une charge parasitaire significativeraeigimentée comparativement aux souris
sauvages suggeérant un role important des cellukes & cours de la forme viscérale de la
leishmaniose (Amprey, Im et al. 2004). Mais, lebutes NKT sont aussi impliqguées dans la
réponse immunitaire précoce au cours de la forrtenée de I'infection car des sourisl8’

infectées parlLeishmania majorsont plus sensibles que les souris contrbles k@sfa,
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Hisaeda et al. 2000). Plus récemment, un paradékté fait entre les deux formes de
leishmaniose montrant que les cellules NKT ont dlle protecteur plus important dans la
forme viscérale que dans la forme cutanée de ladieg(Mattner, Donhauser et al. 2006).

Lors de linfection par le parasite protozoaifgypanosoma cruz{agent causal de la
maladie de Chagas), les sounigl8” infectées par une injection intra-péritonéale drapite
présentent une parasitémie augmentée par rappodllé des souris sauvages (Duthie,
Wileklinski-Lee et al. 2002). Plus récemment, ce m@&roupe a montré que les populations
de cellules INKT et VNKT avaient des roles difféermu cours de l'infection. Ainsi les
cellules INKT joueraient un réle pro-inflammatoidans ce modéle alors que les cellules
VNKT auraient plutét des propriétés anti-inflammigs (Duthie, Kahn et al. 2005).

Tres récemment, Lotter et ses collaborateurs omtr@aue les cellules NKT jouaient
un role protecteur au cours de l'infection par laeEntamoeba histolyticanotamment dans
le développement d’abcés hépatiques (Lotter, Jaebbt 2006). Cet effet peut étre da a la
présentation d’'un ligand exogéne dérivé du parasitennu par les cellules NKT dans le
contexte du CD1d (Lotter, Gonzalez-Roldan et adQ0

Le role des cellules NKT a aussi été étudié auscaoles infections par des parasites
helminthes. Ainsi notre groupe a pu mettre en éwdeque le mode de présentation
antigénique restreint par la molécule CD1d jouedle crucial dans le développement de la
réponse Th2 au cours de la schistosomiase muraveéew, Angeli et al. 2002). De plus, les
cellules NKT s’activent et produisent des cytokidestype Thl et Th2 au cours de l'infection
a la suite du dépot des ceufs dans le foietilisation de DC sensibilisées par les ceufs
du schistosome (mais pas les autres stades paemitactivent les cellules NKih vitro de
facon CD1d-dépendante. De facon intéressante,uesurs semblent exclure I'implication
d’'un ligand microbien CD1d-restreint et suggéremiug ou plusieurs ligand(s) endogéne(s)
sont généreés par les DC, indépendamment de I'esipredes TLR (Mallevaey, Zanetta et al.
2006). De plus, si les différentes populations elbules NKT (iNKT et vVNKT) ne semblent
pas jouer un réle important dans la réponse imnpreéeoce, elles exercent des fonctions
distinctes (peut étre complémentaires) dans leldgpement de la réponse immune en phase

aigué de l'infection (Mallevaey, Fontaine et al0ZD
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5.4.3. Les infections virales

Les cellules NKT sont capables de s’activer et @@ondre a divers virus.
Plusieurs études ont d’ailleurs montré un tropigmagticulier de certains virus pour les
cellules NKT (aboutissant a leur déplétion sélejtiainsi que leur aptitude a réguler
négativement lI'expression du CD1d. Ces deux mécsass pourraient constituer des
mécanismes d’échappement au systeme immunitaire.

Ainsi, le virus de I'immunodéficience humaine (Vildipble les cellules NKT et induit
leur déplétion chez I'hote (plus particulieremeas CD4) (Motsinger, Haas et al. 2002; van
der Vliet, von Blomberg et al. 2002). L’entrée duug dans la cellule NKT dépend de
I'expression des récepteurs aux chimiokines CCREXCR4 associés a la molécule CD4
(Moore, Trkola et al. 1997). Cette déplétion sélectdes NKT pourrait ainsi expliquer
I'apparition de tumeurs (comme le sarcome de Kapd®z certains patients sidéens due a
une baisse de I'immunosurveillance impliquant leuées NKT. De plus, I'expression de la
molécule CD1d est diminuée a la surface des APE dhs patients infectés par le VIH (Cho,
Knox et al. 2005; Chen, McCarthy et al. 2006). gietde mécanisme est également observé
au cours des infections par le virus de I'herpéS\(H le virus de la vaccine, le LCMV ou
encore le virus de la stomatite vésiculaire (LinpBrts et al. 2005; Renukaradhya, Webb et al.
2005; Raftery, Winau et al. 2006; Yuan, Dasgupta.€2006).

Au cours de l'infection par le LCMV, une disparitiales cellules NKT est observée
(Hobbs, Cho et al. 2001). Par ailleurs, I'utilisatide souris CDId a montré le rdle
régulateur des cellules NKT au cours cette l'infect Cependant, il semble que les cellules
NKT ne soient pas indispensables a la survie desaarx. En effet, les souris sauvages et
CD1d" ont une charge virale dans la rate identique igtigént de la méme facon le virus
(Hobbs, Cho et al. 2001; Roberts, Lin et al. 20Q4)e étude beaucoup plus récente a montré
un réle différent des cellules INKT dans l'inductiale la réponse anti-LMCV dans le
pancréas (comparativement a la rate). En effets afjue les cellules iINKT spléniques vont
produire rapidement apres infection de grandes tgéard’IFN+y, stimulant la synthése de
I'IL-12 par les cDC, les cellules iINKT pancréatigueont promouvoir la production d’IFN de
type | (cytokine anti-virale) par les pDC (via unéeraction OX40/0X40L) (Diana, Griseri et
al. 2009).

Au cours de l'infection avec le virus respiratoggncytial (RSV), les cellules iINKT
s’activent et jouent un roéle dans la clairancelgir€elle-ci est due a leur capacité a produire
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rapidement de I'lFN¢ et a trans-activer d’autres populations cellutgiren particulier les
cellules T CD8spécifiques (Johnson, Hong et al. 2002).

Plus récemment, le groupe de Vincenzo Cerundoldsaem évidence que des souris
déficientes en NKT @18" et CD1d") étaient plus sensibles & l'infection par le virus
Influenza A comparativement aux souris controles.pGénotype semble s’expliquer par des
réponses humorales et T CD&pécifiques diminuées chez ces animaux déficiemtsellules
NKT. Les auteurs suggérent que l'effet protectees dellules NKT est di a leur capacité a
bloquer I'expansion et la fonction d'une populatiagllulaire ayant des propriétés
suppressives, les MDSC, et ceci de facon CD1d-atpee (De Santo, Salio et al. 2008).

Finalement, deux études récentes ont montré unatah des cellules NKT en réponse
a une infection par le cytomégalovirus murin (MCMYes cellules participent a la réponse
immunitaire précoce contre ce virus en produisangcandes quantités d’IFiN{mais pas
d’IL-4) (Tyznik, Tupin et al. 2008; Wesley, Tessnatral. 2008). En étudiant les mécanismes
d’activation des cellules NKT en réponse au MCM¥s lauteurs ont montré que leur
activation était TCR indépendante et impliquaitqueiment des médiateurs solubles, 'lL-12
et 'lFN de tpye | (Tyznik, Tupin et al. 2008; Weyg| Tessmer et al. 2008).

En conclusion, de par leur tres grande flexibiliegs cellules NKT peuvent intervenir
dans de nombreuses réponses immunes. Cependanfélemismes conduisant a cette
flexibilité reste encore obscurs et surtout poemaifaire interveniin vivo des mécanismes
complexes. En effet, comme nous venons de le deirtrés nombreux parametres peuvent
moduler l'activation de ces cellules : la naturs&lale I'Ag, I'environnement cytokinique, la
nature de I'APC, etc..... Ainsi, mieux comprendre rasdalités d’activation des cellules

NKT permettrait une meilleure manipulation de cekbubes dans un contexte thérapeutique.

Dans ce contexte, hous nous sommes tout partieoi@mt intéressés au cours de cette

thése au réle des APC (en particulier spléniquas$ dlactivation des cellules iINKT.
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OBJECTIFS DE L'ETUDE

La zone marginale de la rate apparait comme urstratégique de détection des Ag et
agents pathogenes véhiculés par le sang. Ces dtéxprsont liées a la présence de
nombreuses cellules appartenant au systeme imnranit@é parmi lesquelles se trouvent
des APC, comme les macrophages, les MZB ou enesredDC. Bien qu’il soit difficile
d’étudier précisément la localisation des lymphesyiNKT, une étude a tout de méme
suggérée que ces derniéres seraient, dans la&galement localisés dans la zone marginale
Les cellules INKT, comme nous I'avons vu dans faluiction, occupent une place charniére
entre I'immunité innée et adaptative, jouant aunsirdle important dans la polarisation et la
régulation des réponses immunes lors de patholagiesne le cancer, les maladies auto-
immunes et inflammatoires ou encore au cours deegsus infectieux. Si les DC sont de
puissantes cellules activatrices des lymphocytesofiventionnels et non conventionnels,
incluant les lymphocytes iNKT, le réle des autreBCA(MZB, macrophages,...), bien que
souvent souligné dans la littérature, restait datent obscur lorsque ce travail de thése a
débutéParmi ces APC, les MZB constituent une premienedige reconnaissance des agents
pathogenes via notamment I'expression d’un largeepde TLR mais aussi de défense contre
les microorganismes via la production rapide d@rps. Ces cellules se caractérisent par un
phénotype de cellules "pré-activées" lié a uneefakpression de base des molécules
présentatrices d’Ag de type MHC Classe |l et CDtldess molécules de co-stimulation telles
CD80 et CD86. Ainsi, au sein de ces APC, nous apont un intérét tout particulier a ces

cellules.

Le premier objectif de ce travail a été d'étudierin vitro le réle des MZB dans
I'activation et la polarisation des lymphocytes T onventionnels en réponse a un antigéne
protéique ainsi que leur réle,in vitro et in vivo, dans I'activation des iNKT, population
de lymphocytes non conventionnels, en réponse a ustamulation TLR mais aussi a I'a-

GalCer, puissant ligand de ces cellules.

Il est maintenant clairement établi que les DC rdglées représentent une population

hétérogéne, chacune de ces sous populations poavairt des propriétés fonctionnelles
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différentes. Par exemple, les cDC CD&tivent trés efficacement les lymphocytes T CD8
comparativement aux cDC CD®&ia un mécanisme de présentation croisée. Darsdales
cDC CDa8’, qui peuvent étre subdivisées en deux sous paogusadistinctes sur la base de la
molécule CD4, les cDC CRS8CD4" et CD4, sont majoritaires et localisées dans la zone
marginale. Il est cependant assez surprenant theark actuelle trés peu d’études se soient
intéressées aux propriétés fonctionnelles de cesul populations de cDC. C’est pourquoi
dans cette deuxiéme partie nous nous sommes pltisufiarement concentrées sur ces
populations de cDC CRBCD4" et CD4.

Notre second objectif a donc été d’étudier le roleles cDC CD& CD4" et CD4
dans l'activation et la polarisation des lymphocyte T conventionnels en réponse a un
antigéne protéiqgue mais aussi des cellules iNKTn vitro et in vivo, en réponse a k-
GalCer.
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RESULTATS

ARTICLE 1:

Roéle des MZB dans I'activation des cellules INKT

De par leur position stratégique dans la rate, M&B constituent avec les
macrophages et les DC une premiére ligne de resmamee et de défense contre les agents
pathogénes véhiculés par le sang. Suite a la raggsance d'un Ag exogene via leur
récepteur spécifique ou BCR, les MZB produisert tepidement de grandes quantités d’'lgM
impliquées dans les réponses anti-infectieusepesdc Ces cellules expriment également un
large panel de récepteurs Toll-like ou TLR dontstamulation conduit a la prolifération,
maturation et production d’anticorps par les MZE(B Brown et al. 2007; Gururajan, Jacob
et al. 2007; Rubtsov, Swanson et al. 2008). Les NdARBicipent également a l'initiation des
réponses immunes. Une étude élégante a montréedjes-ci, suite a la reconnaissance de
complexes immuns, migrent dans les zones T et féwm I'Ag au niveau des DC
folliculaires qui initient a leur tour la répongamune (Cinamon, Zachariah et al. 2008). Les
MZB sont également capables d’initier directemesd képonses immunes en activant
notamment les lymphocytes T CD@ttanavanich and Kearney 2004). En effet, cebiles
sont caractérisées par une forte expression descoies présentatrices d’antigénes telles que
les molécules du CMH de classe Il mais aussi laéoudé CD1d et les molécules de co-
stimulation (CD80, CD86 et CD40). Toutefois, loreqee travail de these a débuté, les études
sur les fonctions des MZB restaient relativementitBes. Ainsi, la capacité des MZB
sensibilisées ou non par des agonistes TLR a aco#ivesurtout polariser la réponse des
lymphocytes T conventionnels et non conventionnaéamment les lympocytes T Natural
Killer invariant (iNKT), restait tres peu connue.

Il est clairement établi dans la littérature que tellules INKT régulent la réponse
humorale au cours d’infections ou encore de magaaigoimmunes telles que le lupus. Ainsi,
des études chez 'homme et la souris ont montrdegueellules INKT aident les lymphocytes
B a proliférer, maturer et produire des anticorfgs un mécanisme CD1d-dépendant (Galli,
Nuti et al. 2003; Galli, Pittoni et al. 2007; Rap®il, Barra et al. 2007; Lang, Devera et al.
2008). Par ailleurs, l'effet adjuvant dexiGalCer sur la réponse humorale est également
clairement établi (Galli, Pittoni et al. 2007; Torialli et al. 2009). A ce titre, des études ont
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montré que le ciblage direct dei{GalCer au niveau du BCR des lymphocytes B indoé u
présentation de ce glycolipide aux lymphocytes iNKYVant pour conséquence une
augmentationin vivo de la réponse anticorps (Barral, Eckl-Dorna et2808; Leadbetter,
Brigl et al. 2008). Cependant, le réle des MZB diéandivation des cellules iINKT en réponse
a des glycolipides libres restait totalement inaonn

Nous avons montii@ vitro qu’en réponse aux différents agonistes TLR testéxpté
le p(I :C) (agoniste du TLR-3) et plus particuliérent en réponse au CpG-ODN (agoniste du
TLR-9), les MZB proliférent, maturent phénotypiguamh et sécretent des cytokines, telles
que I'lL-6 et I'lL-10, confirmant ainsi des travawntérieurs. La sensibilisation des MZB
avec un peptide de I'ovalbumine conduit a la préidacd’IFNy et d’IL-4 par les lymphocytes
T CD4" OVA-spécifiques, et cette réponse est orientés werprofil Th1 aprés activation des
MZB avec le CpG-ODN. Cependant, contrairement a@x Bs MZB sensibilisées au CpG-
ODN sont incapables d’activer les cellules iINKT.

De facon surprenante, bien que les MZB exprimerntefoent la molécule CD1d,
celles-ci sont incapables d’activer vitro les INKT primaires en réponsexiGalCer libre.
Elles sont cependant capables de présemtgg#lCer aux INKT suggérant qu’il manque aux
MZB des facteurs (solubles ou non) pour induiretRaation des iINKT. L'ajout de DC non
sensibilisées restaure la production d{Fét d'IL-4 par les cellules INKT co-cultives en
présence de MZB sensibilisés avac-GalCer. Nous montrons que les DC patrticipent tecet
activation via un mécanisme de présentation crais@ie egalement via I'apport de facteurs
nécessaires aux MZB pour induire I'activation deButes INKT. Ces résultats suggéraient
ainsi une coopération entre ces deux types d’AP@usNavons Vvérifié cette hypothése et
montré que la déplétion de splénocytes en MZB téuas fortement la production de
cytokines en réponse atGalCer libre. Ainsi, il existe une réelle coopéatentre ces deux
types d’APC pour une activation optimale des ce$uNKT. Finalement, nous montrons que
les MZB sensibilisés aveci:GalCer induisent I'activation des lymphocytes INKTNK in
vivo.

En conclusion, nos résultats confirment donc qaeM&B sont des acteurs importants
de la réponse immune et suggérent également quenddslités d’activation des cellules

INKT semblent faire intervenir des mécanismes cexgs.
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ARTICLE 2:

Réle des cDC spléniques C@8CD4 et CD4 dans I'activation des

lymphocytes T conventionnels et non conventionnés, cellules iNKT.

Les cDC spléniques, qui représentent une populakiétérogene, peuvent étre
subdivisées en une population majoritaire @D&t une population minoritaire CDS,
chacune d’entre elle étant également subdivisédasbase de I'expression des molécules
CD4 et CD103, respectivement. Ces populations d€ obt en commun leur capacité a
capturer, dégrader, et présenter des antigénes lyamophocytes T, conduisant a leur
I'activation mais présentent également des progsidonctionnelles différentes. Ainsi, les
cDC CD8&: semblent plus efficaces pour la présentation déigeares aux lymphocytes T
CD4" alors que les cDC CD8 favorisent linitiation des réponses T CD8&ytotoxiques. Si
des différences fonctionnelles majeures ont récam#gté décrites au sein des cDC GD8a
population CD103 apparaissant critique dans l'itiducde la tolérance vis-a-vis d’antigénes
associées aux cellules ou encore dans la présentatoisée en réponse a des stimuli
systémique, celles-ci restent tres limitées en wecqgncerne les sous populations de cDC
CD8u’ CD4" et CDA4. En fait, ceci s’explique par le peu d’étudesdsisur ces deux sous-
populations de cDC. Ainsi, seule une étude suggeéeeproduction différente de chimiokines
par ces deux sous populations de cDC (Proiettoe€ifK et al. 2004).

Dans notre étude, nous montransvitro que les deux populations de cDC GD8
sensibilisées avec I'ovalbumine entiere ou un peptie I'ovalbumine sont capables d’activer
de facon similaire les lymphocytes T CD4jui se différencient en une population mixte
Th1/Th2 en absence de stimuli exogénes. Par allees deux populations de cDC activent
aussi efficacement et de facon identique les lyraptes T CD8 mais uniquement en réponse
au peptide de I'ovalbumine (et non la protéineésii

De facon intéressante, nous montramsvitro qu’en réponse ad-GalCer, les DC
CD8u” CD4 induisent, de facon dose-dépendante, une plus fwdduction d’'IFNy par les
cellules iINKT, comparativement aux cDC CDED4", alors que la production d’IL-4 n’est
pas modifiée. Cette différence ne semble pas #&eed une expression différentielle de la
molécule CD1d ou encore une production différelatidliL-12.
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Finalement, l'utilisationin vivo d’a-GalCer couplé au FITC montre une incorporation
identique de ki-GalCer entre les deux sous-populations de cDC dCD8ependant, nous
confirmonsin vivo une production plus importante d’'IFNpar les cellules iINKT en réponse

aux cDC CD@ CD4 sensibilisées pard-GalCer comparativement aux cDC GD8D4'.

Ainsi, nos premiers résultats suggerent que les cODB8: CD4 seraient
fonctionnellement différentes des cDC GD8D4" du moins en ce qui concerne I'activation
d’'une population de lymphocytes non conventionrekscellules INKT. Malheureusement, a
I'heure actuelle nous n'avons pas d’explication eéttec différence et des expériences
complémentaires sont actuellement en cours databtgatoire pour mieux comprendre les
mécanismes impliqués. Nous reviendrons sur cetaapecours de la discussion.

Nos résultats pourraient étre important pour unélenee compréhension du dialogue
DC/INKT. Ces approches fondamentales sont nécessaiin de mieux exploiter, a plus long
terme, les propriétés immunostimulatrices (ou imamadulatrices) des sous populations de

DC et d’optimiser I'activation des cellules iNKT.
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Abstract

One functional characteristic that defines conwerai dendritic cells (cDC) is their high
capacity to capture, process and present Ag, &queite for T cell priming. There are now
evidences that mouse splenic cDC subsets, inclu@bBgo® and CD®& cDC, are not
identical in their Ag presenting and T cell primirfgnctions. Surprisingly, functional
differences between CD4and CD4 CD8x" ¢cDC have not yet been reported. Our data show
that both CD8& cDC are equivalent at priming CDA lymphocytes and at inducing the
differentiation of a mixed T cell population. BotbC subsets alstead to a comparable
CD8" T cell activation. Interestingly, whilst CD4&nd CD4CD8u” DC activate invariant
Natural Killer T, a population of non-conventiongid-reactive T lymphocytes, our data

reveal an unexpected role of C@D8a cDC in their Thl polarization.

Introduction

The dendritic cell (DC) network is essential foe timitiation and the regulation of immune
responses. Dendritic cells are specialized in Aguwea, processing and presentation on MHC
molecules [1]. The interaction of DC with naiveyhiphocytes can lead to different forms of
immune responses (type 1 or type 2 responseseayatule), the outcome of which depending
of the type of DC as well as their activation st Along with their ability to prime and
polarize conventional T lymphocytes, DC also playajor role in the activation of non-
conventional T lymphocytes, including invariant tatl Killer T (iNKT) cells. These cells
recognize (glyco)lipid Ags presented by the nonyparphic MHC class I-like protein CD1d
expressed by APC, including DC. An important proyerf iINKT cells is their ability to

swiftly produce large amounts of cytokines, inchglilFNy and IL-4, upon primary
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activation [3]. This explosive response leads tevaisiream activation of DC, NK cells and B
and T cells with important outcomes on immune raspe and pathologies [4, 5].
Spleen-resident DC in the mouse system are maonyposed by conventional DC
(cDC) that can be further subdivided into distinstibsets including CR8 cDC,
encompassing CD4and CD4Z subsets, and CB8 cDC, expressing or not the CD103
molecule. Over the last decade, several reportstgmbiout functional dichotomy between
CD8a"* ¢DC versus CD& cDC. Thus, CD8" cDCs serve as efficient APC for cytotoxic T
cell priming whereas C8 cDC preferentially present exogenous Ags to triggpd” T cell
responses [1, 6, 7]. More recently, functional efi#hces within CD& cDC have been
underlined. Of major importance is the recent destration that CD8" CD103 cDC are
critical for either tolerance induction to cell-asgted Ag or cross-priming in response to
systemic activation stimuli [8, 9]. So far, functad differences between CB8DC subtypes
(CD4" and CD4) have not yet been reported. In the present studyshow that both C8
DC subtypes are comparable in their capacity tovatet conventional CD4and CD8 T
lymphocytes. In contrast, CD4nd CD4 CD8a” cDC subsets markedly differ in their ability
to activate and polarize iINKT cells. Our data thaseal functional differences between

CD4" and CD4CD8x” cDC subsets, which is a novel finding.

Results and Discussion

CD4" and CD4 cDC are equivalent in their ability to activate @D and CDS T
lymphocytes.

There are now evidences that cDC subsatsCD8&x" versus CD8 c¢DC or CD103 versus
CD103 CD8&" cDC, are not equivalent in their Ag presentingctions [6-9]. However,
whether CD8& c¢DC subtypes (CD4and CD4) differ or not in their capacity to present Ag

and activate conventional CD4and CD8 T lymphocytes remains an open question. As seen
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in Fig. 1A, sorted splenic CD4nd CD4 CD8x” ¢cDC (now termed CD4and CD4 cDC for
the sake of simplicity) loaded with the MHC cladsrestricted OVA peptide triggered
equivalent levels of IFN~and IL-4 secretion by OT-Il CD4T lymphocytes. This datum is in
agreement with another study performed in BALB/cenj10]. Similarly, loading of CD4
and CD4 cDC with whole OVA resulted in an equivalent raleaf IFNy and IL-4 (Fig. 1B).
This indicates that CD4and CD4 cDC share similar receptor-mediated endocytic @ridgs
as well as an equivalent ability to trim Ag andganet peptide fragments to the MHC class I
molecule. The capacity to activate CDB lymphocytes was then compared. As seen in Fig.
1B, loading of CD4 and CD4 cDC with the MHC class I-restricted OVA peptide o a
comparable CDBT cell activation, in term of IFN-production (IL-4 was not detected). In
contrast, and in accordance with the poor crossemteng capacity of Ci8 cDC [1, 6],
CD4" and CD4 cDC pulsed with whole OVA failed to activate OTGD8" T lymphocytes.
Hence, in the absence of exogenous stimuli, Tl CD4 CDC pulsed with OVA peptide
or whole OVA protein equally prime CD4 lymphocytes to differentiate into a mixed T cell
population. Similarly, both cDC subsets present Qdghtide to CD8T lymphocytes leading
to their priming. Whether or not functional differences in terms aithb stimulatory and
regulatory properties occur between C¢hd CD4 cDC upon exogenous stimuli (i.e. TLR

agonists) is under investigation.

CD4" and CD4 cDC differ in their capacity to activate iINKT ceih vitro

We thus investigated the capacity of Cihd CD4cDC to activate iNKT celln vitro. To

this end, the two cDC subsets were loaded withptiogotypical lipid Aga-GalCerand then
exposed to FACS-sorted iNKT cells. Previous worsehshown thati-GalCer can directly
bind to cell-surface CD1d but can also be intesealiand loaded on CD1d in endosomes [11,

12]. As depicted in Fig. 2Ap-GalCer-loaded CD4and CD4 cDC promoted, in a dose-
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dependent manner, the production of both WBRd IL-4. Interestingly, whilst both cDC
subsets induced an equivalent secretion of IL-dNWT cells, we consistently observed that,
relative to CDZ counterparts, CD4DC triggered a significantly higher productionlBN-y.
This effect was observed whatever the dosei-@alCer used. We hypothesised that this
difference could be in part ascribed to a diffei@rgxpression of the CD1d molecule on the
DC surface. Flow cytometry analysis revealed amtidal level of expression between the
two cDC subsets (Fig. 2B). Moreover, CDahd CD4 cDC activate in the same manner the
DN32.D3 hybridoma, the activation of which beingnpipally due to CD1d/TCR interactions
(Fig. 2C). These data suggest that the enhancéty abiCD4 cDC to polarize primary iNKT
cells towards a Th1l direction is probably due tdamiors produced by CD4DC, rather than
CD1d/TCR-dependent pathways. Indeed, it is knowat tifter the CD1d/TCR-mediated
primary stimulation, iINKT cells promote DC maturati[13]. We investigated the possibility
that IL-12 could be differentially regulated by the/o cDC subsets after iINKT cell
interaction. However, analysis of cDC/INKT cell cakure supernatants failed to reveal IL-
12 (p40/p70). This is in line with the relativelyw ability of CD4 and CD4cDC to produce
IL-12 under stress conditions [14-17] and to thgiopension to polarize Thl response

independently from IL-12 [16].

CD4" and CD4 cDC loaded in vivo witle-GalCer differently activate iNKT cells

We then investigated the ability of CDand CD4 cDC, loadedn vivo with a-GalCer, to
activate INKT cells. First, we verified that botiD€ subsets can equally incorporate
GalCerin vivo. To this end, FITC conjugated toGalCer was synthesized and analyzed. As
revealed in Fig. 3Bin vitro exposure of cDC with FIT@GalCer promoted activation of
INKT cells indicating that FITGx-GalCer can be internalized and presented by thédCD

molecule. After i.v. inoculation of FIT@-GalCer, both CD%4 and CD4 cDC labelled
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positively, and in a similar extent (Fig. 3C). Thidfers that the two cDC subsets can
incorporate, with the same efficienay;GalCerin vivo. We next proceed to analyze the
iNKT cell-activating properties of CD4and CD4 cDC. To this end, both cDC subsets were
sorted froma-GalCer-injected mice and co-cultured with iINKT IselAs shown in Fig. G,
CD4 cDC induced IFNy production by iNKT cells whilst no cytokine prodion was
observed with CD4cDC. Of note, as fon vitro data, IL-12 was not detected. In contrast,
CD4" and CD4cDC efficiently and equally activate the iINKT chifbridoma DN32.D3 (Fig.
3D). Thus, in line withn vitro data, CD4cDC loadedn vivo with a-GalCer display a higher
capacity to polarize INKT cells towards a Thl diree. The mechanisms involved appear to
be IL-12 independent suggesting the role of otleefactors. Among them, the potential role
of Delta 4 Notch-like ligand and CD70, known to yplpart in the promotion of IL-12-

independent Thl responsasvivo[18, 19], is presently examined.

Concluding Remarks

In aggregate, our study reveals that both splefd @nd CD4 cDC equally prime
CD4" and CD8 conventional T lymphocyteis vitro upon peptide challenge, a process that
does not require Ag internalization, processing agmeptide loading in intracellular
compartments. In parallel, upon whole protein expesboth cDC subsets activate in a
similar manner CD4 T lymphocytes but not CD8T lymphocytes, in agreement with the
poor cross-presenting ability of CB8cDC. Finally, whilst sensitization of both CDdnd
CD4" cDC with the CD1d-restricted Ag-GalCer activated iNKT cells, CD4DC were more
prone to polarize them towards a Thl directionhlotvitro andin vivo. It is likely that the
later phenomenon is due to the synthesis of spedtfill unknown, factor(s) by maturing
CD4 cDC. These results might be important to bettedeustand the complex interplay
between cDC and iNKT cells and to better explo#& stnmunostimulatory potential of cDC

subsets.
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Materials and methods

Reagents

a-galactosylceramidentGalCer) was from Axxora Life Sciences (Coger SParis, France).
The MHC class |- and MHC class ll-restricted OVAppdes, respectively SIINFEKL and
ISQAVHAAHAEINEAGR were synthesized by the Institule Biologie et Chimie des
Protéines (Lyon, France). FITC-conjugatedsalCer was synthesized in the Laboratoire de
Conception et Application de Molécules BioactivdBki(ch, France) according to the
procedure described by Kamijulet al [20], excepted that CY3-NHS was replaced by FITC
on the amino-terminal position of theeGalCer sphingosine part (Fig. 3A). Briefly, the
primary amine compound was stirred in dimethylfonmde, in presence of triethylamine,

with FITC to provide the final compound 2, FITC-gagateda-GalCer.

Sorting of splenic cDC subsets and hepatic iINKTscel

For cDC cell sorting, spleens from 6-wk-old male78&/6 mice (Janvier; Le Genest-St-Isle,
France) were treated with collagenase (Type Vlign&-Aldrich, St Quentin-Fallavier,
France) and then, spleen cells were labelled with@D11c, anti-CD11b, anti-CD8 and anti-
CD4 mAbs (Becton Dickinson; Le Pont de Claix, Fenéor hepatic iNKT cell sorting, liver
mononuclear cells were prepared as previously tep@nd labelled with anti-CD5 and anti-
NK1.1 mAbs (Becton Dickinson)[21]. In both cases]lx were then electronically sorted
using a FACSAria (Becton Dickinson). Sorted splecizC and CD5NK1.1" populations
were at least 96% and 99% pure, respectively. Tdreeptage of hepatic INKT cells, as

measured by CD1d{GalCer tetramer staining, was ~90%.

Co-culture assays and immune response analysis
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Dendritic cells were plated in 96-well plates (3L& /well) and pulsed with whole OVA
(500ug/ml) for 6 h or OVA peptides (1@/ml) for 2 h, washed and co-cultured with 1.5 X 10
CD4" or CD8 T lymphocytes purified, respectively, from 8-wkdahale OT-Il or OT-I mice
(Iffa Credo; St Germain sur I'Arbresle). After 5yda cells were restimulated for 48hrs with
anti-CD3 mAb (fg/ml). For cDC and iNKT cell co-cultures, cDC sutsseld to 1G/well)
were pulsed witlu-GalCer (100 ng/ml), washed, and co-cultured foh48ith hepatic CD5
NK1.1" cells (5 x 1&/cells/well) or the iNKT cell hybridoma DN32.D3 [R20° cells/well).
For in vivo loading of cDC subsets, mice were injected witly 2i.v.) of a-GalCer and DC
subsets were sorted 2 h later and co-cultured1(®' xells/well) with 16 sorted hepatic NKT

for 48 h. Cytokine production was measured in tuce supernatants by ELISA.

Measurement of FIT@-GalCer incorporation by splenic cDC subsets

Recipients were i.v. injected with FITC-conjugatedsalCer (10Qg) for 45min and spleen
cells were labelled with appropriate fluorescensAb identify splenic cDC subsets. Then,
spleen cells were acquired on the FACSAria cellescand data analyzed using the FlowJo

software (Treestar, OR, USA).

Statistics
Results are expressed as the mean + SD or SEMstahstical significance of differences
between experimental groups was calculated by paited Student’s t test (GraphPad Prism

4 software, San Diego, CA). Results with a p vdéss than 0.05 were considered significant.
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Figure 1. CD4 and CD4 cDC are equivalent in their ability to activate CD¥ and CD§

T lymphocytes. Splenic CD4 and CD4 cDC were sorted on the basis of CD11c, CD11b,
CD8 and CD4 and then sensitized with whole OVA @robr either OT-1l (A) or OT-1 OVA
(B) peptide. After washing, OVA- or OVA peptide-sitized CD4 and CD4 cDC were co-
cultured for 5 days with purified OVA-specific navCD4 (A) or CD8 T cells (B). Then,
IFN-y and IL-4 production was quantified by ELISA 2 daafter anti-CD3 restimulation.

Results represent the mean + SD of 3 independ@eriexents.

114



Résultats : Article n° 2

IFN-y IL-4

C—CD4* DC
5000 *x e N 1000 m CD4  DC
800

600

fﬁ% . ﬁiﬁ ﬁi'

4000
3000

pg/ml
pg/ml

IN
o
S o

25 100 NS 1 OO
a-GalCer (ng/ml) oL GaICer (ng/ml)
—— control IL-2

W CD4* DC
=S CD4- DC

C—CDh4* DC

2500 CD4" DC

2000
1500
1000

I

5 25 100 25 100
CD1d " a-GalCer (ngml)

pg/ml

Y

Figure 2. CD4" and CD4 c¢DC differ in vitro in their capacity to activate iNKT cells.
Sorted CD4 and CD4 cDC were exposed to graded doses-&alCer and then co-cultured
for 48 h with sorted iINKT cells (A) or with the iNKcell hybridoma DN32.D3 (C). Cytokine
production was quantified by ELISA. Results repnesthe mean + SD of 3 (A) or 2 (C)
independent experiments. * p<0.05; ** p<0.01 (B) LeDexpression on CD4nd CD4cDC

was assessed by flow cytometry. Shown is a repratpen experiment out of three.
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Figure 3. CD4" and CD4 c¢DC equally capture a-GalCer in vivo but differ in their ability
to activate iINKT cells. (A) Representation of FITC-conjugated a-GalCer synthesis. (B) Bone
marrow-derived cDC were loaded with unconjugated or FITC-conjugated a-GalCer
(100ng/ml) and then co-cultured with the iINKT cell hybridoma DN32.D3 for 48 h. IL-2
production was quantified by ELISA. Of note, CD1d deficient cDC failed to activate
DN32.D3 cells in this setting (not shown). (C) Recipient mice were i.v. injected with FITC-
conjugated, or unconjugated as a control (solid line), a-GalCer and then FITC incorporation
by CD4" and CD4 cDC was analysed by flow cytometry 45 min later. (D) Mice were i.v.
injected with a-GalCer, cDC subsets were sorted 2 h later and co-cultured with sorted iINKT
cells (Ieft pandl) or the INKT cell hybridoma DN32.D3 (right panel). Cytokine production

was quantified by ELISA. Shown is a representative experiment out of two.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

|. Réle des MZB dans I'activation des cellules INKT

1. L'implication des TLR dans l'activation des lyphocytes T et des cellules iNKT par
les MZB

1.1. Conséquence de la stimulation des MZB paadesistes TLR

Les TLR sont capables de détecter de nombreux ceéspmicrobiens de nature
diverse. La reconnaissance de ces composeés péemaeiction d’une réponse immunitaire
faisant intervenir différentes populations celltgai Les MZB expriment 'ensemble des TLR,
a lI'exception des TLR-5 et -8 (Gururajan, Jacolale2007). Nos travaux montrent, qu’en
réponse a tous les agonistes testés a I'exceptiop(ldC) (agoniste du TLR-3), les MZB
proliferent et maturent phénotypiquement. En efigltes augmentent I'expression des
molécules du CMH de classe Il ainsi que les mokde co-stimulation CD40 et CD86. A la
difféerence des DC, l'expression de la molécule CDtdugmente pas sur les MZB,
probablement en raison de son expression de b@sdree élevée (expression plus forte que
sur les DC). Cette stimulation se traduit égalenpart une production de cytokines. Les
cytokines produites par les MZB sont différentdsrsé&agoniste testé, mais aussi différentes
des cytokines sécrétées par les FoB (populationrita@je dans la rate) ou encore les DC.
Ainsi, nous montrons que les MZB sécrétent, prialement en réponse au R-848 et au CpG-
ODN (agonistes des TLR-7 et -9 respectivement)ldesl(cytokine pro-inflammatoire) et de
I'IL-10 (cytokine anti-inflammatoire).

L'IL-10, aux propriétés immunosuppressives, estr&ée au cours de nombreuses
pathologies auto immunes comme par exemple I'EAEmaore le lupus. Les MZB de souris
lupiques, comparativement aux souris WT, produibeatucoup d’lIL-10 en réponse au CpG-
ODN (Lenert, Brummel et al. 2005), suggérant um n@gulateur de ces cellules dans cette
pathologie. Une autre population de cellules B lgtgees CD5, exprimant fortement le
CD1d et produisant de I'lL-10 a été caractérisémesda rate (Bouaziz, Yanaba et al. 2008).
Ces cellules présentent un phénotype ayant deditgdes importantes avec les MZB,
suggérant qu’elles peuvent représenter un sousdgddZB ou se différencier a partir des
MZB. A ce titre, une étude supporte la différericiatde ces cellules B régulatrices C¥bn
réponse au facteur BAFF) a partir des MZB (Yang) 8ual. 2010). Ces cellules également
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appelées B10 sont les principales productrices-tidldans la rate et représentent également
une population importante dans la régulation dpsnmges immunes au cours des pathologies
autoimmunes et infammatoires (Bouaziz, Yanaba. &(4l8; DiLillo, Matsushita et al. 2010).
Ainsi, les MZB, contrairement aux DC, une fois aétis notamment par les agonistes TLR
pro-Thl comme le CpG ODN, pourraient plutét jouarréle régulateur via leur capacité a
sécréter de I'll-10. De fagon intéressante, cettmlpction d’IL-10 est spécifique des MZB
puisque les FoB ne produisent pas d’IL-10 en répoagx agonistes TLR. Une autre
différence majeure avec les DC, qui pourrait comdéir un réle plutét régulateur des MZB, est
I'absence de production d’'IL-12p40 par les MZB qued soit 'agoniste testé.

Nos résultats sont en accord avec des précédamtii qui montrent une prolifération,
maturation et production d’anticorps par les MZB e¥ponse a tous les agonistes a
'exception du p(l:C) (Barr, Brown et al. 2007; @uajan, Jacob et al. 2007; Rubtsov,
Swanson et al. 2008|).’absence d’activation des MZB par le p(I:C) poitrsaexpliquer par
une expression tres faible de ce récepteur, conalaeacété montré (Gururajan, Jacob et al.
2007). De fagon intéressante, nous montrons poprelaiere fois que les MZB sécrétent de
'IFN- B, uniguement en réponse au CpG-ODN. Cette cytadshein facteur clé de la réponse
anti-virale, suggérant ainsi la participation de<BMV (idéalement situées dans la zone
marginale véritable porte d’entrée pour les ageathogénes (notamment viraux) véhiculés
par le sang) dans la réponse anti-virale précocectdé des pDC. Cependant, il reste a
montrer quin vivo et en conditions infectieuses, notamment viraldsR(9 dépendant), les

MZB produisent également de I'lFpl-

Ainsi, les MZB sont capables de s’activer en répoasin large panel d’agonistes TLR,
propriété importante pour l'initiation des répongamunitaires innées mais aussi adaptatives

notamment au cours de processus infectieux.

1.2. Activation des lymphocytes T conventionnelslgm MZB et conséquence de la
stimulation du TLR-9
Nous montronsn vitro dans un modeéle OT-1l que les MZB présentent ef@oaent
des peptides antigéniques (en I'occurrence le gemte I'OVA) favorisant le développement
d’'une réponse mixte Th1/Th2 (production IFNet IL-4) par les lymphocytes T CD4
antigéne-spécifique. Ces résultats confortent desékes de la littérature suggérant fortement

la contribution des MZB a la mise en place de fonse T (Attanavanich and Kearney 2004;
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Lopes-Carvalho, Foote et al. 2005). Cette capaatprésentation des MZB est probablement
liée a leur phénotype de cellules pré activéeste fexpression a I'état basal des molécules du
CMH de classe Il et des molécules de co-stimula@@¥0 et CD86 (importantes dans le
dialogue APC/cellule T) (Oliver, Martin et al. 1999

De facon intéressante mais surprenante, la sdraiibh des MZB par le CpG-ODN
polarise la réponse des lymphocytes T CDsrs un profii Thl (augmentation de la
production d’IFNy). Il est vrai que le CpG-ODN est connu pour agimme un puissant
adjuvant pro-Thl. Cependant, nous venons de momiketes MZB en réponse au CpG-ODN
induisent une production d’IL-6 et surtout d’'IL-b@ais pas d’'IL-12 ni d’IFN (non montré.
Alors, comment expliquer ce biais Thl dans notrel@? Nous n’avons pas d’explication
mais il est possible que d’autres facteurs, sotublepas, interviennent dans ce processus. En
effet, les MZB ayant un phénotype de cellules &et$y pourraient également exprimer, mis a
par CD40 et CD86, d’autres molécules connues pwarigpliquées dans les réponses Thl
(OX40, CD70....). Nous reviendrons plus tard surroegcules et leur role dans les réponses
Thil.

Dans la littérature, il est décrit que l'injectia® LPS, agoniste du TLR-4, induit la
migration des MZB de la zone marginale dans ldgctdés favorisant ainsi la mise en place
de la réponse adaptative (réponse T). Cette nmigraist liée a la diminution de I'expression
du récepteur de;B (molécule importante pour le maintien des MZBsdanzone marginale)
(Cinamon, Matloubian et al. 2004). Il serait aiimgEressant d’étudier égalementvivo le
réle du CpG-ODN sur la migration/activation des MA&B de confirmer (ou infirmer)
limportance des MZB dans l'initiation des répon3est sur l'activité pro-Th1l du CpG ODN.

Bien que nos résultats montrent que les MZB saiaptibles de présenter des peptides
et d’'orienter la réponse des lymphocytes T CDeklles-ci ne semblent pas étre capables
d’activer des lymphocytes T CDDOVA-spécifique en réponse a 'OVA entiére. Comment
expliquer cette absence de réponse? La premierethgge serait de dire que les MZB ne
possedent pas toute la machinerie nécessaire @otgtose et a la dégradation de 'OVA.
Pourtant, en utilisant des MZB exprimant un BCRisggnique spécifique de 'Ag HEL (hen
egg lysozyme), Attanavanich et ses collaboratewsatrant que les MZB sont capablies
vitro d’activer les lymphocytes T CDHEL-spécifiques aprés leur sensibilisation avég!’
(Attanavanich and Kearney 2004). Les MZB semblemcdprosséeder I'équipement nécessaire
a la capture et la dégradation de I'OVA. Il estt fprobable que dans notre modéle cette
inaptitude a activer les lymphocytes T CDgbit liée a la trés faible proportion de MZB

OVA-spécifiques présentes chez des souris sauvdges|a nécessité d’utiliser des modeles
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de souris transgéniques. Il serait dans ces condiintéressant d’étudier le type de réponse

engendré par les MZB stimulés par le CpG ODN, pomge a I'OVA entiere.

1.3. Activation des lymphocytes iNKT en réponseMzB stimulées par le TLR-9

A la différence de travaux de notre groupe qui meonitque des DC dérivées de
moelle osseuse et sensibilisées avec le CpG-ODMeattes iINKT de fagon CD1d-restreinte
(Paget, Mallevaey et al. 2007), nos travaux montneie les MZB sont incapables d’activer
les cellules INKT primaires mais aussi les hybri@snNKT en réponse au CpG ODN. Dans
le cas des DC, l'activation des cellules INKT nétes la néo-synthese d'un ligand
glycolipidique chargé et la présence d’'lIBNPaget, Mallevaey et al. 2007). Pourtant, comme
nous l'avons vu ci-dessus, les MZB, en réponse @@ ODN, produisent de I'lFfL I est
probable que dans notre modeéle, I'incapacité de® Mensibilisées au CpG-ODN a activer
les cellules iINKT résident dans l'incapacité de ceblules a synthétiser un(des) ligand(s)
lipidique(s) CD1d-restreint. Cette hypothése semllenfortée par I'incapacité des
MZB/CpG-ODN a activer des hybridomes INKT (cellulastivées uniquement de fagon
CD1d dépendant sans intervention de facteurs dgimaHation). Ainsi, la synthese d’IFRI-
par les MZB en réponse au CpG-ODN n’apparait ptisaate pour activer les cellules iINKT
et la présence dun ligand CD1d-restreint sembldispensable. Une autre explication
possible serait que le(s) ligand(s) soit(ent) géfsprmais pas présenté(s) de facon optimale
(par exemple chargement non optimal dans la pooh@DRild). Il serait intéressant d’étudier
le métabolisme glycolipidique (métabolisme des G&9 MZB, en comparaison de celui des
DC, aprés sensibilisation avec le CpG-ODN et de §diest possible d’obtenir une fraction
capable d’activer les iINKT apres son chargementesuMZB (voire les DC). Finalement,
bien que moins probable, une autre possibilité sam@able pour expliquer cette absence
d’activation pourrait étre I'expression de molésuli@hibitrices par les MZB (PD-L1/2,
BTLA....).

2. Activation des cellules INKT en réponse ax¥GalCer libre

Des données récentes de la littérature montrensgite au ciblage spécifique du BCR
avec un Ag couplé a d-GalCer, les lymphocytes B et notamment les MZBivaot
efficacement les cellules INKT (Barral, Eckl-Doregal. 2008; Leadbetter, Brigl et al. 2008).
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A la différence de ces études (utilisant des anggéparticulaires), nous montromsvitro
dans un systeme de co-culture que les MZB sers#bii a bi-GalCer libre sont incapables
d’activer les cellules iNKT spléniques et hépatmjgeas d’'IFNy, d’IL-4, d’IL-17 ni d’IL-21)

et ceux malgré leur trés forte expression de laémdé CD1d et des molécules de co-
stimulation (CD40 et CD86). Cependant, de facos tméressante et en accord avec une
précédente étude utilisant des lymphocytes B to{8axral, Eckl-Dorna et al. 2008), nous
montrons que les MZB activent efficacement et d®faCD1d-dépendante des hybridomes
INKT. L’activation des hybridomes INKT étant connumour étre uniquement TCR-
dépendante, nos données suggerent donc fortemeriegMMZB sont capables de présenter
efficacement lki-GalCer dans la poche du CD1d. A ce titre, I'actjois récente dans notre
groupe d’'unu-GalCer couplé au FITC (sur lequel nous reviendréas collaboration avec le
Dr. B. Frisch, lllkirch), nous a permis de montrécemment qued-GalCer est capté par les
lymphocytes B (en général) et ceci mieux que les D@ discrimination des cellules B de la
rate sera réalisée pour regarder I'incorporationedkgand par les MZB.

L'incapacité des MZBi{-GalCer a activer les cellules iINKT pourrait éiéela 'absence
de co-facteurs (solubles ou membranaires) nécessaicette activation. Par exemple, il est
connu que l'activation des cellules INKT en répoas& DCh-GalCer nécessite la présence
d’'IL-12 ((Kitamura, lwakabe et al. 1999). L'absenddL-12 dans notre modeéle pourrait
expliquer I'incapacité des MZB a activer les caBINKT. Une autre possibilité pourrait étre
I'expression (par les MZB et les cellules iINKT) m@lécules inhibitrices comme par exemple
une expression (ou augmentation) des ligands deABI et CTL4-4, ou PD-L1/2. A 'heure
actuelle, aucune étude ne s’est intéressée a #sgion des molécules inhibitrices par les
MZB suite & un stress.

2.1. Restauration de l'activation des cellules iNBAr les MZB4GalCer apres ajout de
DC

Une des hypothéses présentées ci-dessus est umaca@bde facteurs solubles
(cytokines) ou membranaires nécessaires a l'aadivatles cellules INKT par les MZB
sensibilisées ad-GalCer. Les DC possédant toute la machinerie pativer les cellules
INKT, nous avons testé si I'ajout de DC pouvait @per les facteurs manquant. L'ajout de
DC (issues de moelle osseuse) non sensibilisées, mare systeme de co-culture MdB/

GalCer-iNKT, restaure la production d’'IFNet d’'IL-4 par les cellules iINKT.
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L’activation des cellules INKT par les MZB sensibfles a b-GalCer apres ajout de
DC dépend en partie de la molécule CD1d exprimédgsaDC, suggérant donc fortement
limplication d’'une présentation croisée de-GalCer par la DC. Une étude antérieure a en
effet montré que des cDC spléniques, notammentD&s CD&:', étaient capables par un
mécanisme de présentation croisée, de présent&alCer porté par des cellules tumorales
(en apoptose) aux lymphocytes iINKT (Shimizu, Kumsaet al. 2007)Le(s) mécanisme(s)
par le(s)quel(s) les DC capteraient-GalCer présent sur les MZB ne sont pas connust ||
possible qu’'un contact étroit entre les DC et |edB\puisse favoriser le passage (passif ou
actif ?) de la-GalCer d'une cellule a l'autre. Est-il possibleeqoe "ménage a trois'ti{
GalCer/MZB-NKT-DC) puisse conduire a I'apoptose riBupartie des MZB qui pourraient
faciliter la capture de di-GalCer par les DC ? L'utilisation deaFGalCer couplé au FITC
pourrait peut étre nous permettre d’étudier plecigement son trafic par des approches de
cytométrie et microscopie (confocale notammentjrivéoins, une autre possibilité qui n'est
pas a exclure serait que les DC aident les MZB résemtant aux cellules iINKT un ligand
CD21d-restreint, comme suggéré par Cheng et sesboodteurs (Cheng, Ueno et al. 2007).

L’existence d’une production résiduelle de cytokinen présence de DC CD1d
suggére également que les DC CHiident les MZB#-GalCer & activer les cellules iNKT
par apport de co-facteurs (solubles ou membranaiesI’heure actuelle, les facteurs
impliqués ne sont pas encore identifiés. S’agdel facteurs membranaires (CD40,....) ou
solubles (IL-12, IL-18....)? Des approches complémiees seraient nécessaires pour tenter
de répondre a cette question : I'utilisation pagragle de transwell nous permettrait d’étudier
limportance du contact cellulaire DC et MZB/iNKTu@ncore I'utilisation de DC IL-12 au
moins dans un premier temps, nous permettrait démgr le role de I'IL-12.

Il est vrai que dans notre systeme de co-cultusasravons utilisé des DC générées
vitro et plutdt semblables aux DC inflammatoires. llagiemtéressant de reproduire nos
expériences en utilisant des DC générées avect@digdnd (DC semblables aux DC de la
rate)(Naik, Proietto et al. 2005) ou encore desdp&niques triees afin de voir si celles-ci
sont également capables de restaurer I'activatem akllules iINKT en réponse aux MZB
sensibilisées adi-GalCer. Dans la rate, les DC représentent unelatiu tres hétérogene,
et les différentes sous populations présententlatzdisations et des fonctions différentes.
Parmi ces populations, on retrouve dans la zonginmade les cDC CD& (majoritaire) et les
cDC CD&" CD103, ces derniéres ayant été décrites comme les filcaaes pour présenter

les antigénes exogenes par la voie de présen@tsee. Devant cette hétérogénéité, il serait

122



Discussion et perspectives

également intéressant d’étudier la coopératioreerds diverses sous populations de cDC et

les MZB dans I'activation des cellules iINKT.

Ainsi, les DC peuvent aider les MZB a activer leudes INKT via deux mécanismes :
(1) un mécanisme de présentation croisée et/od’g@port des co-facteurs (solubles ou

membranaires) manquant aux MZB.

2.2. Coopération DC/MZB

Nos résultats obtenus ci-dessus suggerent I'existdiune coopération entre les MZB
et les DC. Nous montrons que des splénocytes d@sghétvivoen MZB produisent beaucoup
moins de cytokines (IFN-et IL-4) comparativement a des splénocytes touxéponse a
différentes doses @¢*GalCer. Bien que non montré, I'ajout vitro de MZBl-GalCer a des
co-cultures DGI-GalCer et iINKT induit une plus forte production d’'IfNet d’IL-4 par les
INKT, confortant I'hypothése de I'existence d’'ungopération DC/MZB pour une activation
optimale des cellules iNKT. Bien que nous n’ayoas montré I'implication directe des DC
chez la souris, I'activation des cellules iNKT vivo suite a l'injection de MZB sensibilisées
avec la-GalCersuggere également fortement I'intervention d’auk®C dans ce processus,
et probablement les DC.

Nos travaux semblent aller a I'encontre des travderBezbradica et collaborateurs qui
montrentin vivo qu’en réponse ad-GalCer, les lymphocytes B suppriment 'activaties
lymphocytes INKT initiée par les DC (Bezbradicaai@t et al. 2005). Cependant, les
approches expérimentales utilisées dans nos dewdbestsont trés différentes et pourraient
expliquer ces résultats discordants. En effet, datie étude, les auteurs utilisent des souris
déficientes en lymphocytes B totaux (souyud). L'injection d’a-GalCer chez ces souris
augmente la production de cytokines par les caliNiKT d’ou la notion du réle suppresseur
des lymphocytes B sur I'activation des cellules INK 'utilisation de souris spécifiguement
déficientes en MZB pourrait nous permettre de dditezr avec plus de précision le réle des
MZB dans l'activation des cellules iINKTh vivo. Des études ont décrit que l'injection
combinée de deux anticorps, anti-LFA-1 et anti-V&A&ermettait de dépléter spécifiquement
en MZB (Lu and Cyster 2002). Nous avons confirmé Hutilisation de ces deux anticorps
déplétent efficacement les MZB de la rate. Cepenadanus ne pouvons utiliser ce systeme de
déplétion car la molécule LFA-1 est également irtgyde pour I'activation des cellules iNKT
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initiée par les DC (Ohteki, Maki et al. 1999; Matsato, Kubota et al. 2004). Ce modéle de
déplétion est également a prendre avec précaudiote draitement des souris avec ces deux
anticorps ne conduit pas a une réelle déplétioMEZB mais a une redistribution des MZB
qui quittent la rate et passent dans la circulasiamguine (Lu and Cyster 2002). Il existe des
modeles de souris déficientes en MZB (Aiolos-/-kRy.....). Cependant, ces modeles de
déficience en MZB sont tres souvent associés aéfieience en un facteur de transcription
et l'utilisation de ce type de souris ne nous peimraie pas de conclure définitivement sur le
réle des MZB.

Ainsi, bien que des études récentes aient montré udle des MZB dans l'activation des
cellules INKT en réponse a "la-GalCer particulaire”, notre étude montre également
gu’en réponse a la-GalCer libre, les MZB peuvent également participera I'activation
des cellules INKT. Cependant, leur role nécessita présence des DC, puissantes cellules

activatrices des cellules iINKT.

124



Discussion et perspectives

II. RGle des sous populations de DC dans I'activatides cellules INKT

Comme nous l'avons présenté dans lintroductios, spléniques représentent une
population tres hétérogene. En accord avec laditiée qui décrit les pDC comme étant de
faibles APC, nous avons également observé que, aativement aux cDC (CD11Siglec-
HY), les pDC spléniques (CD14Siglec-H) activent trés faiblement les cellules iNKT en
réponse a ti-GalCerin vitro etin vivo (Figure 17).
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Figure 17: Activationin vitro etin vivo des cellules INKT par les pDC (CD114
Siglec-H) et les cDC (CD11¢Siglec-H) en réponse ad-GalCer.

A l'état basal, les pDC sont dans un état "immdtatelles acquiérent une morphologie
et des fonctions typiques de DC uniquement apridgation (O'Keeffe, Hochrein et al. 2003).
Une hypothese serait que dans nos conditions deultare, les pDC soient incapables
d’activer les cellules INKT car l'interaction pDGKKT n’est pas suffisante pour induire leur
activation. Ainsi, I'utilisation de pDC préalablentestimulées, par exemple, via les TLR-7
et/ou -9 pourraient peut étre conduire a I'actvatiles cellules INKT en réponse @ GalCer
chez la souris. Cependant, il faut noter que desestfaites chez ’lhomme ont montré que les
pDC étaient incapables d’activer directement Idkiles iINKT en réponse ad-GalCer, les
pDC humaines n’exprimant pas le CD1d a la difféeeties pDC murines. Néanmoins, suite a
leur activation par le CpG ODN (agoniste du TLR-Bs pDC régulent I'activation des

cellules INKT en réponse aaFGalCer présenté par les cDC humaines (Marschner,
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Rothenfusser et al. 2005; Montoya, Jie et al. 2086)si, bien que chez la souris les pDC
expriment le CD1d, nous ne pouvons exclure un rabelirect des pDC sur
I'activation/polarisation des cellules iNKT.

Parmi les cDC spléniques, des différences fonctbes entre les cDC CDRS et
CD8u” ont été décrites, et plus récemment un intérét pawticulier a été porté aux sous
populations de cDC CD8, celles-ci exprimant ou pas la molécule CD103 G&207)
(Flacher, Douillard et al. 2008; Idoyaga, Sudale?@09; Qiu, Miyake et al. 2009). Nous
reviendrons un peu plus tard sur ces populatiorsDd& En ce qui nous concerne, nous Nous
sommes plus particulierement intéressés aux depxlaions de cDC CDB, a savoir les
CD4" et CD4. En effet, de fagon assez surprenante, peu dessosit connues sur ces sous
populations, que ce soit leur localisation prédisas la rate ou encore leurs propriétés
fonctionnelles spécifiques. Ainsi, la deuxieme jgate ce travail de these a consisté, chez la
souris, a étudier le role des deux populationse €D8& dans I'activation/polarisation des
lymphocytes T conventionnels et des cellules iNKbpulation de lymphocytes T non

conventionnels.

1. Activation des lymphocytes T conventionnels & sous populations de cDC C@8

1.1. Les lymphocytes T CD4

En accord avec des travaux précédents réaliséslahsmris Balb/c (Maroof and
Kaye 2008) nous montrongn vitro, que les deux populations de cDC GDED4" et CD4)
sensibilisées avec le peptide de 'OVA activentfalgon similaire les lymphocytes T Cb4
OVA-spécifique, qui se différencient en une popalatmixte Th1/Th2 (production d’'IFN-
et d’lIL-4). Nous avons également obtenu des résutimilaires avec 'OVA entiére. Ainsi, il
semblerait que ces deux sous populations de cDG@t ales propriétés fonctionnelles
identigues en ce qui concerne l'activation des lyogytes T CD4 Cependant, ayant
travaillé a une seule dose d’antigene (forte dos®)s ne pouvons pas exclure qu'a des doses
plus faibles, ces deux types de cDC répondentrdifiénent. En effet, celles-ci pourraient
exprimer, par exemple, des niveaux différents deepteurs d’endocytose, comme par
exemple le récepteur au mannose impliqué danglareade 'OVA, ou encore de molécules
de présentation/co-stimulation (MHC 1I, CD86,...). Beure actuelle, aucune étude
fondamentale sur I'expression de ce type de réuoeptau niveau de ces deux sous

populations de cDC n’a été faite. Une expressidiérdintielle notamment des récepteurs de
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capture pourrait conduire a des propriétés fonoetias différentes en réponse a d'autres

types d’Ag.

1.2. Les lymphocytes T CD8

Nos travaux montrent également pour la premierg fe les deux populations de
cDC CD8&r activent efficacement et de facon similaire la pitbn d’'IFNy par les
lymphocytes T CD8 en réponse au peptide de 'OVA. Cependant, touhnce les
lymphocytes T CD4 il n'est pas a exclure que pour des doses plbtetade peptides, les
deux populations de cDC CB®uissent activer difféeremment les lymphocytes T G
particulier si elles expriment des niveaux diffésede molécules du CMH de classe |. Par
contre, en réponse a I'OVA entiére, les deux pdpra de cDC CD& sont incapables
d’activer les lymphocytes T CD8Cette observation est en accord avec la faipjacité de
présentation croisée des cDC GDQ&lécrite dans la littérature (den Haan, Lehal.e2Q00).
Cependant, notre étude se limite a l'utilisation’@/A et nous ne pouvons pas exclure que
dans d’autres conditions (stress...), ces deux sopsl@tions se comportent différemment
dans l'activation des lymphocytes T CD8

Une autre propriété importante des lymphocytes B'G& encore non étudiée est leur
activité cytotoxique. Il serait intéressant d’étrdie pouvoir cytotoxique des lymphocytes T
CD8" (expression Fas, dosages perforine et granzyrse,dtactivité fonctionnelle) aprés

activation par ces deux types de cDC.

1.3. Propriétés fonctionnelles des cDC GDS8TLR et impact d’un stress

Ainsi, en absence de stimuli exogénes, les cDCdCOB4" et CD4 semblent avoir
des propriétés fonctionnelles identiques en cecqucerne I'activation des lymphocytes T
conventionnels CD4et CD8. Qu’en est-il en réponse a un stress? Une étdéerit dans un
modele OT-Il, gu’en réponse a un stress induitlpaection a Leishmaniales cDC CD&
CD4 polarisent la réponse des lymphocytes T CRérs un profil Thl (Maroof and Kaye
2008). La stimulation des TLR au niveau des DC @mégal pouvant moduler I'induction/la
polarisation de la réponse immune, il serait irdgaat d’étudier I'effet de divers agonistes
TLR sur la réponse induite par chacune des souslgigns de cDC CD8, en réponse au

peptide de 'OVA et a I'OVA entiére. A ce titre, @rétude a montré qu’en réponse aux
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agonistes des TLR-2, -3, -4 -7 et -9, les deux [adjmns de cDC CD& sécretent
différemment les chimiokines inflammatoires CCL 1@ et CCL5, les cDC CD8CD4"
étant celles qui les produisent le plus (Proigfitkeeffe et al. 2004). Finalement, en ce qui
concerne le profil cytokinique des deux populatidescDC CD& (notamment en réponse a
une stimulation des TLR), peu de choses sont égaileoonnues. Il est toutefois décrit que
les cDC CD8/, et plus particulierement les CD4ont capables de produire de I'llFNen
réponse au cocktail IL-12 et I'lL-18 (Henri, Curéisal. 2002), bien que les cDC CD@stent

les principales cDC produisant de I'llfNlans ces conditions. Par ailleurs, en réponse au
CpG-ODN et au p(I:C), les cDC CB8peuvent également produire de petites quantités
(comparativement aux cDC CBY d’IL-12 avec une préférence pour les CQH4ochrein,
Shortman et al. 2001). Il serait donc égalemerdr@ssant de réaliser une analyse détaillée

des cytokines produites par ces deux sous popuagadipres leur activation.

2. Activation des cellules iNKT par les cDC C®8CD4 et CD4

Apres avoir étudié le réle des deux sous populatdecDC CD& dans I'activation des
lymphocytes T conventionnels, nous nous sommesesgés aux cellules iNKT, population
de lymphocytes T non conventionnels.

2.1.in vitro

Nous montrons qu’en réponse a-GalCer, les deux populations de cDC @D8
activent de facon dose-dépendante, la productitiiNey et d’IL-4 par les cellules iNKT.
Cependant, de facon intéressante, les cDCoCOB4 induisent une plus forte production
d'IFN-y par les cellules iNKT, quelque soit la doser-GalCer utilisée, alors que la
production d’IL-4 n’est pas modifiée. Cette diffidce ne semble pas s’expliquer par une
expression différentielle de la molécule CD1d puésccelles-ci expriment a I'état basal des
niveaux similaires de cette molécule. Nous n'avampendant pas verifié le niveau
d’expression de la molécule CD1d suite a la selislion avec l-GalCer et a l'interaction
avec les lymphocytes INKT. Cependant, I'absence cdeélation entre la production
cytokinique et I'expression du CD1d semble confirmar I'utilisation dans notre systéme
d’'un hybridome iNKT, le DN32.D3, I'activation étanhiquement TCR-dépendante. En effet,
les deux sous populations de cDC activent 'hybmiddNKT de facon similaire en réponse a
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I'a-GalCer. Ainsi, la capacité des cDC GD8D4 a polariser la réponse des cellules iINKT
vers un profil Thl est probablement liée a la pnéseade co-facteurs.

Parmi les candidats possibles, I'lL-12, représant@nfacteur crucial dans l'initiation
des réponses Thl, a été décrite pour étre proslte certaines conditions en faible quantité
par les cDC CD& avec une préeférence pour les cDC GDBBD4 (Hochrein, Shortman et al.
2001). Bien que nous n'ayons pu détecter cettekayadans nos surnageants de co-culture, il
est difficile & ce stade de conclure définitivemantabsence du role de I'lL-12. En effet,
celle-ci n'est peut étre pas détectée car la qidasdicrétée est trop faible et le test ELISA pas
assez sensible. Dans ce cas, la production d’lpdl se faire uniguement au niveau de la
synapse immunologique. Des approches de PCR erstafpsont en cours pour étudier la
présence des transcrits d'IL-12p40 et p35 au sem adkux populations de cDC C8
L'utilisation d’anticorps neutralisant ou de cDGugs de souris déficientes pour I'lL-12 sera
€galement envisagée. Ainsi, nous pourrons conslurée réle ou pas de I'lL-12 dans le biais
Th1 induit par les cDC CRBCDA4.

Mis a part I'lL-12, d'autres facteurs peuvent éimgpliqués dans ce biais Thl. Par
exemple, d’autres cytokines pro-Thl sont connuesnte I'lL-18 ou encore I'[FN. Dans un
modele d’infection pakeishmaniail a été décrit que I'lF) bien que principalement sécrété
par les cDC CD&', pouvait également étre faiblement sécrété paclS CD8 CD4
(Maroof and Kaye 2008). Cependant, les auteursatinbué cette production d’IFNa la
présence de cellules contaminantes CH1RX5" parmi les cDC CD& CD4. Nous avons
vérifié I'expression du marqueur DX5 dans nos frat de cDC CD& CD4 et nous n’avons
pas détecté ce marqugaon montre).

Ce biais Thl observé pour les cellules INKT peldlément étre lié & une expression
différentielle des molécules de co-stimulation aslaface des deux populations de cDC,
comme par exemple la molécule CD40, dont le rétesda polarisation Thl est bien décrite.
D’autres molécules peuvent intervenir indépendantnuen I'lL-12 comme par exemple
OX40L (Zaini, Andarini et al. 2007; Zhou 2007) oncere CD70 (Taraban, Martin et al.
2008). Par exemple, Zaini et collaborateurs onhtngole réle important de la voie OX-
40/0X40L dans lactivité anti-tumorale des INKT {(&ié liee a la production d’lIFiy.
(Zaini, Andarini et al. 2007). Plus recemment, @haede a montré I'importance de la voie
CD70-CD27 dans le dialogue DC-INKT, en réponse @QalCer et impliqué dans
I'activation des lymphocytes T CD@araban, Martin et al. 2008). Une analyse de

I'expression de ces molécules de surface sur les pepulations de cDC C8sera réalisée
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avant et aprés co-culture. Nos premiers résultatstrent qu’a I'état basal, les deux types de
cDC expriment des niveaux similaires de molécule8&et CD40.

Finalement, il est possible que la polarisation @iafhs notre modéle soit dépendante de
l'induction de facteurs de transcription tel qudtBd, comme cela a été décrit en réponse au
LPS bactérien (Skokos and Nussenzweig 2007).

Nos travaux sur I'activation des cellules INKT @té réalisés uniquement en réponse a
I'a-GalCer. D’autres ligands sont connus pour actieercellules iNKT et induire des profils
cytokiniques différents. Il serait ainsi intéredsamhe reproduire nos expériences en
sensibilisant les cDC CD&D4" et CD4 avec d’autres ligands, comme par exemple 'OCH
(polarisation Th2) (Miyamoto, Miyake et al. 2001y de C-GalCer (polarisation Thl)
(Schmieg, Yang et al. 2003) afin d’évaluer la cdgade ces populations de cDC a
activer/polariser les cellules INKT, et ainsi confer le biais Thl des cellules iINKT induit
pas les cDC CD8 CD4. Finalement, nous pourrions également étudiertiVaton des
cellules INKT par ces deux populations de cDC @D#h condition de stress, notamment par
stimulation des TLR, tels que les TLR-4 et TLR-A¢livation de ces deux TLR (exprimé par
les DC) ayant été décrite, pour conduire I'actvatiles cellules INKT (Matsumoto, Kubota et
al. 2004; Paget, Mallevaey et al. 2007).

2.2.invivo

L’injection d’a-GalCer conduit également a une production préfimiéan d’'IFNy
par les cellules iINKT lorsque celles-ci sont cotivglesex vivoavec les cDC CD8 CD4,
comparativement aux cDC CR8CD4’, et ceci 2h aprés linjection. Cette différence ne
semblant pas étre liée a une expression difféetentiea CD1d, nous nous sommes demandés
si in vivo I'a-GalCer était incorporé efficacement par les deoputations de cDC CD&8B.
Pour répondre a cette question, nous avons utilisésalCer couplé au FITC, obtenu en
collaboration avec le Dr B. Frisch (lllkirch, Frag)c L'ajout de FITC sur 'une des chaines
d’acides gras de d-GalCer ne semble pas perturber son activité fonoelle. En effet,
I'utilisation de l'a-GalCer fluorescent dans un modéle de co-cultuf&/iffiKT) ou encore sur
des splénocytegnon montré)induit une activation des cellules iINKT comparalld’a-
GalCer non marqué. De facon intéressante, nousramantjue les deux sous populations cDC

CD8a incorporent efficacement et de facon similaireGalCer-FITC. Cependant, il est vrai
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gue lintensité de fluorescence reste faible cellggouvant étre liée soit a une faible
incorporation de B-GalCer et/ou au FITC lui-méme celui-ci étant unofbchrome peu
puissant. Cependant, le marquage FITC sur les cpgarait spécifique car I'étude de
l'incorporation de la-GalCer fluorescent par d’autres populations caites montre qu’il
n'est pas incorporé par exemple par les lymphocytesais de facon intéressante, est

efficacement incorporé par les lymphocytes B (ogieiux que les cDQ)Figure 18).
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Figure 18: Incorporation de t-GalCer par les lymphocytes T, les D& les
lymphopcytes B

Ainsi, I'incorporation de li-GalCer semble impliquer un processus actif etaguparait
spécifiqgue des APC. Nous pouvons conclure quedagmtation de d-GalCer par les deux
populations de cDC (mais également par les lympiescyB) ne suffit pas a induire
l'activation des lymphocytes iINKT, du moins en cei goncerne la production d’IRN
suggérant l'intervention d’'un co-facteur non cormliheure actuelle. Ceci a été discuté ci-

dessus.

Il faut tout de méme noter que les quantités d’i-ploduites pour les cellules INKT
en réponse aux cDC CRB8CD4 sensibiliséesn vivo avec la-GalCer, restent tres faibles
(comparativement aux approch@s vitro). Des études trés récentes ont mis en avant
I'importance des cDC CD8et plus particulierement les CDI0Q8ans I'activation des iNKT
in vivo (Joyee, Uzonna et al.). Nous avons également coéfgue 2h aprés injectionod’
GalCer, les ¢cDC CD8 (et surtout CD103 activaient trés efficacement les lymphocytes
iINKT comparativement aux cDC CD®es quantités importantes d’'IL-12 sont détectsd
les surnageants de co-culture cDC CIDNKT. Par contre, 12h apreés injection, il sembieq

ces deux populations de cDC soient aussi efficagaegvoa activer les iNKT. Il est possible
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gu'a des temps tardifs, le contexte inflammatoireuit par I'injection da-GalCer, induise
une activation des cellules iINKT qui soit Ag-indédant et cytokine-dépendant (associé par
exemple I'lL-12). Ainsi, I'activation des celluladlKT in vivo semble faire intervenir des

mécanismes complexes.

Pris dans leur ensemble, nos premiers résultats sélent donc mettre en lumiére
de nouvelles différences fonctionnelles entre lesuix sous populations de cDC CQB
notamment en ce qui concerne l'activation/polarisabn des lymphocytes INKT en
réponse a lu-GalCer. Cependant, des études complémentaires songcessaires (et
actuellement en cours) pour mieux définir les mécasmes moléculaires conduisant a ces

différences.

Les lymphocytes INKT jouent un rble important dansla polarisation et la
régulation des réponses immunes lors de nombreuspathologies comme le cancer, les
maladies auto-immunes et inflammatoires et lors dgsrocessus infectieux. Une meilleure
compréhension du dialogue APC/INKT apparait importante pour mieux exploiter les

propriétés thérapeutiques des cellules iNKT.
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CONCLUSION GENERALE

Notre étude montre la participation des MZB ddastivation des cellules iNKT en
réponse a H-GalCer libre. Cependant, ce rble des MZB nécedaitgrésence de cellules
accessoires, incluant les DC. Parmi les cDC &€Dgopulation majoritaire présente dans la
zone marginale de la rate, nous montrons que |€& €D8& " CD4, comparativement aux
CD4', activent plus efficacement les iNKT. Ainsi, noavaux soulignent le réle important de
I'APC dans l'activation des iNKT.

De nombreux autres travaux publiés au cours de tatse viennent conforter cette
hypothése. Ainsi, les cDC CB8 et plus particulierement les CDIQZgalement localisées
dans la zone marginale, jouent un réle primordesdl’activation des cellules iINKT. Par
ailleurs, une autre étude trés intéressante a gngne les macrophages CD168s ganglions
participaient également a I'activation des lymplies)yiNKT de cet organe. Dans la rate, les
macrophages "metallophilic" de la zone marginaldVM étant CD169 (Barral, Polzella
et al. 2010), il est tout a fait possible que cttrille de macrophages participent également a
'activation des cellules INKT. Ainsi, chaque poatibn d’APC présente dans la zone
marginale de la rate est susceptible de partiépé&rctivation des iINKT en réponse a un Ag

libre (a-GalCer libre) ou encore associé a des particdlgpérticulaire).

Les lymphocytes iINKT sont impliqués dans de tresim@uses pathologies y compris
auto-immunes, inflammatoires, infectieuses ou emndommorales. A I'heure actuelle, les
premiers essais cliniques utilisanbHGalCer en thérapie anti-cancéreuse, réalisés chez
’homme s’averent plutdt décevants. Ainsi, comprentes mécanismes d’activation des
cellules INKT représente un enjeu majeur en théramptamment anti-cancéreuse afin
d’optimiser leur activation, notamment leur prodoictd’IFNy. Nous pourrions exploiter les
propriétés fonctionnelles des différentes APC paptimiser l'activation des iNKT
notamment en utilisant des approches de ciblageedaines APC (pard-GalCer) et plus

particulierement certaines sous-populations de DC.
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Résumé

La zone marginale de la rate apparait comme undimtégique de détection des antigénes et ageth®genes
véhiculés par le sang. Ces propriétés sont suritees b la présence de cellules appartenant aunsystémunitaire inné parmi
lesquelles se trouvent de nombreuses cellulesmedsees d’antigenes (APC), comme les macrophdgedymphocytes B de
la zone marginale (MZB) et les cellules dendritiq(iB€). Est également localisée dans la zone masgingle population de
lymphocytes T non conventionnels : les lymphocyfedlatural Killer invariants ou iNKT. Les iNKT se i@térisent par
I'expression de marqueurs de cellules NK et de lyoeptes T conventionnels notamment le TCR. Les iNEdonnaissent,
contrairement aux lymphocytes T conventionnels, atgigenes (Ag) lipidiques présentés par l'interiaiéd de la molécule
CD1d exprimée a la surface des APC, notamment lesHbGéponse a ces lipides, et notammesrgBlactosylceramiden{
GalCer), les cellules iINKT ont la capacité uniqeesécréter rapidement de grandes quantités deimgtoknmunomodulatrices
comme I'lFNy et/ou I'lL-4 qui, en retour, permettent I'activati d’autres populations immunes comme les DC, les IRK
lymphocytes T et B. Les DC, en tant qu'APC professalies, sont de puissantes cellules activatrices lgmphocytes T
conventionnels et des cellules iINKT. Cependant, lgjee souvent souligné dans la littérature, le dids autres APC dans
I'activation des lymphocytes T conventionnels nrigout des iNKT restait relativement obscur loesga travail a débuté.

Nous nous sommes dans un premier temps intéresdd 2B, celles-ci ayant la particularité d’exprimeés fortement les
molécules du CMH de classe Il ainsi que le CD1d et gleis fortement que les DC. Nous montrons quéVIEB sensibilisées
avec un peptide de I'ovalbumine sont capables id@ctes lymphocytes T CO4dont la réponse est orientée vers un profil Thl
apres I'activation des MZB par le CpG-ODN (agonisteTdLR-9). Cependant, de fagon surprenante, les MZB iscapables
d’activerin vitro les iNKT primaires en réponse a-4GalCer libre, bien que les MZB soient néanmoinsabées de présenter
I'a-GalCer aux iNKT, suggérant qu’il manque aux MZB fteurs (solubles ou non) pour induire I'actigatdes iINKT. De
facon intéressante, I'ajout de DC non sensibiligéstaure la production cytokinique par les iNKT audtivés en présence de
MZB sensibilisées avecd-GalCer. Les DC participent a cette I'activation uiamécanisme de présentation croisée mais aussi
via I'apport de facteurs mangquant aux MZB. Ainss, [RC et MZB coopérent pour une activation optimas dNKT.

Bien que les DC soient de puissantes cellules adtieatdes iNKT, celles-ci représentent une poputatiétérogene dans
la rate. Nous nous sommes intéressés a la populd¢i@DC majoritaire de la rate et localisée darmmie marginale : les cDC
CD8u exprimant ou pas la molécule CD4. Nous montronslesieDC CD& CD4" et CD4 activent de fagon équivalente les
lymphocytes T conventionnels Cbdt CD8. Cependant, de facon intéressante, ces deux squsations de cDC activent
differemment les iINKT en réponse aiGalCer. En effet, nous montroirsvitro et in vivo que les cDC CD8 CD4, population
minoritaire, induisent une plus forte productiohFi-y par les cellules iNKT comparativement aux DC GDBBD4". Ainsi, ces
résultats montrent pour la premiére fois un role M&ZB dans l'activation optimale des iNKT en réperis'a-GalCer libre,
ainsi qu’un comportement différents des sous pdiounia de cDC CD& . Pris dans leur ensemble, ces résultats contritaiesi
a une meilleure compréhension des modalités daaiv des iINKT, modalités qui pourraient ensuite éttilisées dans un but
thérapeutique afin d’optimiser I'activation des iNK

Summary

The spleen, with its highly specialized lymphoidnartments, plays a central role in clearing blbodie pathogens.
Innate immune cells, that are mainly present inntlagginal zone of the spleen, are strategicallatied to respond to blood-borne
microorganisms and viruses. Among innate cellsetlaee many populations of antigen-presenting ¢AIRC), as macrophages,
marginal zone B (MZB) and dendritic cells (DC). Alowgh these population of APC it was also suggestadlinvariant Natural
Killer T (iNKT), a population of innate-like T lymypcytes, were also located in the marginal zonehef spleen. Unlike
conventional T lymphocytes, iNKT cells recognizevgenous and self (glyco)lipid antigens (Ag) preedrity the non-classical
class | Ag presenting molecule CD1d expressed on APgarticular DC. Upon lipid recognition, in pauiler in response to the
non-mammalian glycolipidp-galactosylceramidea{GalCer), iNKT cells have the unique capacity toiabp produce large
amounts of immunoregulatory cytokines, includindN#+ and IL-4, which lead to downstream activation d&fies immune
populations (DC, NK cells, B cells and conventiohalells). Through this property, iINKT cells influemthe strength and quality
of the ensuing immune response. Although it isrbfeastablished that DC are potent activators ofveotional T lymphocytes
and iNKT cells, the role of other APC in conventibMand iNKT cell activation remained quite elusiwhen this study started.

We firstly investigated the role of MZB cells in iNKcell activation. Indeed, these cells have thdi@darity to highly
express MHC Class Il and CD1d molecule. We show thaB Mells, when loaded OVA peptide, promote the isteaf IFNy
and IL-4 by antigen specific CD4 lymphocytes and their stimulation with CpG-ODNdgés them toward more Thl inducers.
Surprisingly, although able to presenGalCer MZB cells sensitized with free-GalCer do not directly activaix vivo sorted
iNKT cells unless DC are added to the culture sysiendritic cells help MZB cells to promote iINKT calttivation in part
throughea:-GalCer cross-presentation and also through DC-espteco-factors. Thus, DC and MZB cells provide telpach
other to optimize iINKT cell stimulation.

Although DC are potent iNKT cell activators, theypmesent an heterogeneous population. We conceshtoatehe major
splenic conventional DC (cDC) subset located in tlaginal zone, the CBcDC expressing or not the CD4 molecule. We
provide evidences that CB8CD4" and CD& CD4 cDC are equally efficient at priming CD4nd CD8 T lymphocytes
Surprisingly, when loaded witt-GalCer, CD8 CD4" and CD& CD4 DC differ in their ability to activate iNKT cellsn term
of IFN-y production. Indeed, the CB8CD4 subset of cDC promoten vitro andin vivo a higher production of IFNby iNKT
cells relative to the CO8 CD4" subset. In conclusion, we show for the first tithat MZB cells could participate to optimal
INKT cell activation and that all DC subsets are egtiivalent in their ability to activate iINKT cell§hus, our study is important
to better understand the modalities of iINKT celiiation latter could be use to optimal activateKiNcells, especially in the
context of anti-tumour therapy.
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