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Résumeé

Les cellules dendritiques (DC) sont spécialisées dans la capture, l'apprétement et la
présentation des antigénes. Elles ont développé une voie spécifique de présentation, la
présentation croisée, leur permettant d’internaliser des antigénes exogénes, de les digérer et de
les associer aux molécules du CMH de classe | afin de les présenter aux lymphocytes T CD8". La
présentation croisée est essentielle a la présentation d’antigenes qui ne sont pas synthétisés
directement dans les DC (antigénes du soi, de tumeurs, de microorganismes n’infectant pas les
DC) et donc a I'établissement de réponses T CD8" anti-infectieuses ou anti-tumorales. Son étude
est donc primordiale pour la vaccination et pour lI'immunothérapie mettant en jeu une
présentation par les DC.

Notre équipe a montré qu’a l'instar des cellules apoptotiques, les cellules vivantes sont une
source d’antigénes efficace pour la présentation croisée par les DC in vitro et in vivo. Elle a ainsi
montré que lI'immunisation de souris avec des DC ayant capturé du matériel provenant de
cellules vivantes permettait de protéger efficacement contre une tumeur dérivée de cellules de
mélanome (B16) dans un protocole de type prophylactique. Durant ma theése, j'ai pu montrer
gue cette immunisation était également tres efficace dans un protocole de type thérapeutique.
De facon surprenante, la protection et la réponse T CD8" obtenues en utilisant des cellules
vivantes comme source d’antigénes sont meilleures que celles obtenues avec des cellules
apoptotiques. Les DC cultivées avec des cellules donneuses d’antigénes, vivantes ou
apoptotiques, expriment des niveaux équivalents de molécules de costimulation. En revanche,
les DC cultivées avec des cellules apoptotiques sécretent plus d’IL-10, leur conférant un
phénotype plus tolérogéne. De plus, nous avons également montré que les antigénes tumoraux
étaient mieux préservés au sein des cellules vivantes que des cellules apoptotiques, et que la
quantité de complexes CMH-I/peptide a la surface des DC aprés culture avec des cellules
vivantes était plus importante qu’aprés culture avec des cellules apoptotiques.

Dans une seconde partie de ma thése, je me suis attachée a caractériser les récepteurs et
mécanismes impliqués dans le transfert d’antigenes provenant de cellules vivantes aux DC. J'ai
pu montrer que ce transfert ne dépend ni de la sécrétion d’exosomes, ni du « cross-dressing ».
En revanche, il est initié aprés un contact étroit avec les DC qui semble dépendre au moins en
partie des récepteurs de type scavenger (SR) et de la calréticuline. Les images obtenues en
microscopie suggerent le passage de molécules de grande taille au sein d’une structure qui
pourrait s’apparenter aux jonctions annulaires (Annular Gap Junctions). En effet, nous observons
le passage de connexine 43 (Cx3) et de matériel cellulaire sous une conformation native
(protéine GFP de 70kDa) provenant de la cellule vivante et colocalisant partiellement avec le
marqueur d’endosomes précoces EEA-1 dans la DC. Cependant, I'utilisation de shRNA spécifique
de la Cx43 indique que la présentation croisée ne nécessite pas son expression. Nos résultats
suggérent donc I'existence d’'un mécanisme de communication intercellulaire permettant le

passage d’antigenes de grande taille, qui pourraient ensuite étre apprétés par la DC.
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1 Les cellules dendritiques : pivots du systeme immunitaire

En 1973, Ralph Steinman (photo ci-contre) et
Zanvil Cohn, qui étudiaient les cellules de la rate pour
mieux comprendre comment se met en place une
réponse immune, identifierent une population de
cellules ayant une morphologie et des mouvements
différents des cellules adhérentes de la rate déja
connues (granulocytes, lymphocytes et

Y %, macrophages)’. Parce que ces cellules possédaient
des pseudopodes de taille, de longueur et de formes différentes, ainsi que des dendrites, ils
les nommeérent « cellules dendritiques » (Figure 1). lls montréerent que ces cellules étaient
présentes au niveau de la rate (environ 1% des cellules spléniques), des ganglions et des
plaques de Peyer et qu’elles pouvaient étre distinguées des macrophages. En effet, elles
n’exprimaient pas I’ATPase, enzyme membranaire abondante et typique du macrophage,
avaient peu de lysosomes, et possédaient de faibles capacités d’endocytose aussi bien in
vitro qu’in vivo™?. De plus, ils montrérent que ces cellules mouraient assez rapidement et
avaient un temps de demi-vie court dans la rate, et suggérérent qu’elles devaient provenir
de précurseurs provenant de la moelle osseuse et de la rate. Des 1974, ils proposéerent que
les cellules dendritiques devaient avoir un réle essentiel dans la réponse immunitaire
puisque le développement de centre germinatif et la mise en place de la mémoire
immunitaire étaient altérés suite a I'administration de stéroides ou de radiations ionisantes,

auxquelles les DC sont particulierement sensibles’.

Figure 1 : Premieres observations de la cellule dendritique. Les
cellules adhérentes de la rate ont été fixées avec de la
glutaraldéhyde. Les cellules dendritiques sont facilement
reconnaissables par leur morphologie, leur large noyau, leurs
mitochondries sphériques, leurs dendrites de formes et de
tailles différentes, ainsi que leur mouvement différent de celui
des macrophages. D’aprés Steinman RM, Cohn Z, The Journal of

Experimental Medicine 1974.
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Depuis cette découverte, de nombreux laboratoires travaillent sur le développement, les
fonctions et le role des DC dans I'immunité et la tolérance. Les travaux réalisés par ces
laboratoires ont permis d’éclairer le caractére particulier de cette cellule présentatrice de
I'antigene. Avec le temps, il apparait de plus en plus évident que les DC jouent le réle de
véritables sentinelles, au carrefour de la réponse immunitaire innée et de la réponse
adaptative. Comme nous le verrons, les capacités particuliéres des DC font également d’elles
des cibles de choix pour la mise au point de thérapies vaccinales et de thérapies contre des
pathogenes, des tumeurs ou encore des maladies auto-immunes. Dans mon introduction, je
m’attacherai donc a mettre en lumiére ce qui caractérise les DC et ce qui en fait des

« championnes » de la présentation de I'antigene.

Au vue de I'importance de la découverte des DC, Ralph Steinman a regu le Prix Nobel en

« Physiologie ou Médecine » en 2011, juste avant son déces.

1.1 Les cellules dendritiques : des APC pas comme les autres

Les cellules présentatrices de I'antigene (APC) sont des cellules capables de capter un
antigene et de le présenter aux lymphocytes T afin d’engendrer une réponse immunitaire
contre cet antigene. Cette propriété découle principalement du fait qu’elles sont les seules a

exprimer le complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH-II).

Peu aprés la découverte des DC, celles-ci ont pu étre purifiées de la rate pour étudier
leurs fonctions. Une premiéere étude entreprise en 1978 par Ralph Steinman et Margaret
Witmer, a comparé la capacité des lymphocytes B, des macrophages et des DC a stimuler
des lymphocytes T allogéniques au sein d’une réaction lymphocytaire mixe (MLR)*. Ils
constatent alors que lorsque les lymphocytes B sont absents, la MLR n’est pas altérée. De
méme, lorsqu’ils utilisent une fraction de cellules enrichies en macrophages et dépourvue en
DC, la MLR est quasiment inexistante. A I'inverse, les DC isolées sont capables d’engendrer
une MLR 100 a 300 fois plus puissante que celle obtenue avec une population splénique
totale. De ces observations, les DC ont alors été considérées comme les meilleures cellules
stimulatrices de lymphocytes T. De méme, une étude réalisée par Inaba et al quelques
années plus tard montra que seules les DC spléniques, et dans une moindre mesure les
cellules B blastiques (induites avec du LPS), mais ni les cellules B non stimulées, ni les
macrophages traités avec de linterféron-y (IFNy), n’étaient capables d’induire la
prolifération de cellules allogéniques. Cependant, lorsque les cellules T blastiques formées

lors de ces MLRs étaient restimulées, toutes les APC étaient capables d’induire la
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prolifération de ces cellules T. Cette étude a mis ainsi en évidence une distinction

fonctionnelle entre la nécessité d’activer des cellules naives et la restimulation de cellules

déja activées, propriété alors insoupconnée.

Ces observations ont permis de démontrer que les DC étaient nécessaires a l'initiation de

la réponse immunitaire, alors que les autres APC (macrophages et lymphocytes B)

participeraient a I'amplification de cette réponse. Cette disparité entre les DC et les autres

APC s’explique entre autres par une différence d’expression des molécules du CMH-II et des

molécules de costimulation, ainsi qu’une localisation distincte®.

Quelles sont plus précisément ces différences, et quelles caractéristiques possedent
ces APC?

Les lymphocytes B : IIs possédent de faibles capacités d’endocytose des antigenes,

excepté via leurs immunoglobulines (Ig) membranaires qu’ils internalisent dans des
compartiments d’endocytose aprés rencontre d’un antigéne®’. Ils expriment
fortement les molécules du CMH-II, les molécules de costimulation et les molécules
d’adhésion, Lymphocyte Function Associated Antigen 3 (LFA-3) et IntraCellular
Adhesion Molecule 1 (ICAM-1), nécessaires a I'interaction avec les lymphocytes T°.
Cependant, ils sont peu nombreux dans la zone T, ce qui leur empécherait d’activer

les lymphocytes T naifs®.

Les macrophages : lIs possédent de tres fortes capacités d’endocytose. lls expriment
des molécules du CMH-I et CMH-II, des molécules de costimulation, dont I'expression
augmente lors de leur activation (par des cytokines inflammatoires ou des produits
bactériens). Cependant, le niveau d’expression des molécules du CMH-II reste bien
plus faible que celui des lymphocytes B et des DC®. De plus, les macrophages
possédent des organelles mieux adaptées a la digestion des microorganismes. Ceci
explique en partie leur moins bonne efficacité a présenter I'antigéne et stimuler les
lymphocytes T%°. Ils sont principalement localisés dans les tissus non lymphoides, et
non dans les zones T des organes lymphoides secondaires'® (pulpe rouge de la rate,
sinus sous capsulaire et médullaire des ganglions) : ces cellules auraient un réle plus

important dans I'activation de lymphocytes T CD4" effecteurs que naifs®.

Les cellules dendritiques : Elles ont la capacité unique d’exister dans deux états :

immature et mature (détaillé dans la partie 1.4 p.27). Elles ont la capacité de
capturer tres efficacement des antigénes en périphérie puis migrer dans les organes

lymphoides secondaires. Lors de cette migration, I'expression de leurs molécules du
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CMH-I, du CMH-II et de costimulation augmente considérablement, et I'antigéne est
apprété tres efficacement, ce qui permet une activation optimale des lymphocytes T
naifs®. Elles sont localisées aussi bien au niveau des tissus que dans les zones T des
organes lymphoides'’. Leur capacité a former des dendrites leur permettrait

également de mieux interagir avec les lymphocytes T naifs*2.

C’est ainsi qu’est né le concept des DC comme sentinelles du systéme immunitaire, dont
le réle principal et de patrouiller dans les tissus et d’engendrer une réponse immunitaire

adaptative. Elles sont aujourd’hui considérées comme les APC professionnelles.

1.2 Les sous types de cellules dendritiques

Les DC forment un réseau de cellules complexes et hétérogenes. Bien qu’elles soient
toutes capables de capturer, de prendre en charge et de présenter des antigenes, les DC
different par leur développement, leur localisation et leurs fonctions. Deux principales
populations de DC ont été décrites chez la souris et ’'homme : les DC conventionnelles (cDC)
et les DC plasmacytoides (pDC)"*** (Tableau 1).

CMH-II* CD11c™

) CD11c""® CMH-I1™"* Ly6C* CD11b* CD8a." CD4'CD11b”  CD8a CD4*CD1lb+  CMH-II" CD103* CMH-II* CD103 . ort
Phénotype Lo . . - i ) . N N CD11b* CD205
B220" SiglecH CMH-II" CD11c Clec9a* CD205™" Clec9a CD205""" CD11b" Clec9a CD11b* Clec9a- (o (e
Langerin™" Sirpa
. Sang Tissus périphériques g1 i ETetes | Clfgeiies Iympho.ldes Tissus périphériques : peau, tractus Fpltl]él}ums
Localisation . N Rate:zoneTet  Rate:zone marginale X . R X pluritratifiés (peau,
organes lymphoides Organes lymphoides i intestinal, poumons, foie, reins, etc
marginale et pulpe rouge mugueuses)
Capture antigénique Capture antigénique
. Production IFN type | Présentation P . - Présentation P . 'g 4 g . 'g y Capture antigénique
Fonctions DU . Présentation croisée . Migration Migration N . s,
Immunité antivirale antigénique classique de classe Il . . fa P . Role dans I'immunité ?
Présentation croisée Présentation classe Il
Equivalent chez DCCD141* DCCD1c*
) DC BDCA-2* - - - Lc
I'homme ? ouBDCA-3" ouBDCA-1°

Tableau 1 : Phénotypes, localisations et fonctions des différents sous types de DC. Récapitulatif non
exhaustif de quelques caractéristiques des DC qui seront développées ci apres. Les DC équivalentes

chez I'homme sont indiquées pour certaines des populations.
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1.2.1 Les cellules dendritiques conventionnelles

Les cDC forment une petite population d’origine hématopoiétique qui occupe la plupart
des tissus lymphoides et non lymphoides. En se basant sur des criteres développemental,
phénotypique et fonctionnel, les cDC peuvent étre sous divisées en trois populations : les DC
migratoires des tissus non lymphoides, les DC résidentes des tissus lymphoides et les DC

inflammatoires'>*°.

1.2.1.1 Les DC migratoires des tissus non lymphoides

Ces cellules sont capables de capturer des antigénes et de migrer de la périphérie vers
les ganglions drainants par les vaisseaux lymphatiques afférents, ou elles peuvent initier une
réponse immunitaire (directement ou en transmettant I'antigéne aux DC résidentes des
tissus lymphoides). Elles représentent environ 50% des DC des ganglions mais sont absentes
de la rate et du thymus. En effet, ces organes ne recoivent pas de vaisseaux lymphatiques

17,18

afférents™""". Il existe trois sous-types de DC migratoires : les cellules de Langerhans (LC), les

DC périphériques CD103* CD11b et les DC CD103 CD11b".

Les cellules de Langerhans (LC): Ces cellules sont retrouvées dans les épithéliums

pluristratifiés, notamment dans I'épiderme et les différentes muqueuses de |'organisme.
Elles représentent de 3 a 5% des cellules de I'épiderme chez la souris adulte, avec une
densité de 700 LCs par mm**°.

Des travaux de Merad et al *° ont montré a I'aide de souris chiméres, parabiotiques et en
condition non inflammatoire, que les LC étaient résistantes a l'irradiation y et que ni les
précurseurs de la moelle osseuse ni ceux de la circulation sanguine n’étaient recrutés au
niveau de la peau. Leur maintien a un nombre constant serait I'effet d’un renouvellement
par des précurseurs présents au sein méme de la peau. Au contraire, en condition
inflammatoire (aprés irradiation UV), des précurseurs sont bien recrutés au site
d’inflammation. Finalement, ils montrent par incorporation de BrdU dans I'épiderme, que
ces cellules ont une longue durée de vie dans la peau (environ 3 semaines).

Les LCs sont caractérisées par la présence de granules de Birbeck, composés
majoritairement de la langerine (CD207) (un récepteur du groupe des lectines de type C),
devenu le marqueur par excellence de ces cellules. Phénotypiquement, Les LCs sont ainsi

caractérisées : CMH-1I" CD11c™e™é%™ cp11b* CD205°" langerine™" Sirpa™®.
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La fonction des LCs n’est pas encore totalement comprise. Les premieres études ont été
réalisées in vitro, mais depuis quelques années, des expériences in vivo se développent grace
aux modeles permettant d’éliminer spécifiqguement les LCs. Ainsi, la déplétion des LCs dans
une souris exprimant le récepteur de la toxine diphtérique (DTR) sous le promoteur de la
langerine, ne semble pas affecter la réponse immunitaire contre le dinitrofluorobenzene
(DNFB) introduit dans la peau®. Cependant, dans une autre étude, la déplétion spécifique
semble diminuer la réponse allergique provoquée par I|‘administration de
trinitrochlorobenzene (TNFB), suggérant un réle négatif de ces cellules dans la résolution

d’une réaction allergique®’.

Les cellules migratoires CD103" CD11b™ et CD103 CD11b": Ces cellules sont retrouvées

dans les différents tissus périphériques tels que la peau (on les appelle alors les DC
dermiques puisqu’elles sont situées dans le derme), le tractus intestinal, les poumons, le foie
ou encore les reins®.

Deux études ont montré qu’il existait dans la peau d’autres cellules migratoires que les
LCs. Dans une premiére étude réalisée par I'équipe de B. Malissen®*, I'utilisation de souris
chimériques a permis d’identifier la présence de deux types de cellules langerine® EGFP" et
langerine® EGFP™ colocalisant la zone T dans les ganglions sous cutanés. L’expression du
récepteur de la toxine diphtérique sous le promoteur du gene de la langérine dans ces
chiméres indique, qu’aprés administration de la toxine diphtérique, la population langerine®
EGFP* se retrouve dans le derme et non I'épiderme. Ceci implique que cette population a
une origine différente de celle des LCs. Dans une seconde étude, les auteurs montrent que
ces cellules sont sensibles aux irradiations y et représentent la majorité des cellules des
ganglions cutanés. lls sous-divisent les cellules dermiques en deux catégories en fonction de
leur expression du CD11b et de CD103 (intégrine (ocE)—[37)25. Elles sont aussi observées dans
les poumons, le foie, les ilots pancréatiques et les reins, suggérant ainsi que ces cellules
seraient les DC interstitielles de I’organisme?®.

Ces cellules migratoires répondent au « paradigme des cellules de Langerhans », c’est a
dire qu’elles migrent des tissus périphériques aux ganglions ou elles présentent un
phénotype mature (expliqué dans le chapitre 1.4 p.27)*’. Cette migration et la maturation
qui I'accompagne sont également observées dans des souris « germ free » (ne présentant
pas de pathogénes), indiquant donc que ces processus sont indépendants de la présence de
pathogénes mais qu’ils seraient en revanche potentialisés par leur présence®. Bien que la
plupart des cellules migratoires meurent une fois leur fonction terminée dans les ganglions,
il nest pas exclu que certaines s’échappent dans la circulation sanguine via les vaisseaux
lymphatiques efférents ol elles peuvent contribuer a la réponse immunitaire dans d’autres

tissus (comme la rate)*™.
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Beaucoup d’études se sont focalisées sur la population CD103* CD11b". Elle semble &tre
impliquée dans l'initiation et/ou la régulation des réponses immunitaires, en fonction du
tissu dans lequel elle se localise®, et peut réaliser efficacement la présentation croisée
d’antigénes® (fonction détaillée dans le chapitre 3.3.3.2, p75). A I'inverse, peu de travaux se
sont vraiment intéressés aux DC CD103 CD11b".

Finalement, il est largement considéré que les cellules CD103" CD11b sont en étroite
relation avec les cellules CD8a."CD205" résidentes des organes lymphoides secondaires, aussi
bien en termes de développement que de spécificité fonctionnelle. Par exemple, dans des
souris déficientes pour le facteur de transcription Batf3, nécessaire au développement des
DC CD8a’, les cellules CD103°CD11b™ sont absentes de la peau, des poumons et de la lamina

propria3°.

1.2.1.2 Les DC résidentes des tissus lymphoides

Ces cellules se différencient et résident continuellement au sein des tissus lymphoides.
Dans les ganglions, elles partagent I'environnement avec les DC migratoires alors que dans la
rate et le thymus, elles occupent la totalité des compartiments consacrés aux DC*°.

Deux types principaux de DC résidentes sont retrouvées dans les organes lymphoides et
different par I'expression des molécules CD4 et CD8aa® : les DC CD8a.* CD4 CD11b Clec9a®
CD205™" et les DC CD8c CD4* CD11b* Clec9a  CD205™"*, Cette derniére population est
prédominante parmi les DC des organes lymphoides, tandis que la premiére représente de
20 a 40% des DC de la rate et des ganglions'®. Nous pouvons également noter I'existence
d’une troisiéme population, les DC CD8o” CD4™ CD11b* CD205™"" souvent confondue avec
les DC CD8a.” CD4".

La localisation de ces cellules au sein des organes lymphoides est bien définie : les DC
CD8a" CD4 sont localisées dans la zone T et la zone marginale, alors que les DC CD8c” CD4*
sont localisées dans la zone marginale et la pulpe rouge de la rate. Cependant, ces deux
populations sont capables de migrer dans la zone T aprés activation®.

Ces cellules ne répondent pas au « paradigme des cellules de Langerhans » puisqu’elles
sont retrouvées dans un état phénotypiquement immature tout au long de leur vie en
condition non inflammatoire. En effet, elles expriment moins de molécules du CMH-II et de
costimulation (ce qui permet de les distinguer des DC migratoires dans les ganglions). Elles
peuvent néanmoins maturer lors de leur rencontre avec des agents microbiens, tels que le
lipopolysaccharide (LPS)*. Des expériences utilisant le BrdU indiquent que, dans la rate, ces

cellules ont une durée de vie assez courte, d’environ 3 a 4 jours>*.
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Finalement, ces deux sous types de DC semblent présenter des fonctions différentes. Les
DC CD8a’" CD4 seraient spécialisées dans les fonctions de capture d’antigénes pour la
présentation croisée (fonction détaillée dans le chapitre 3.3.3.1 p73)*. Au contraire, les DC
CD8a CD4" auraient un réle prédominant dans la présentation par les molécules du CMH-II.
Cette spécialisation serait en partie due a I'expression préférentielle de molécules

impliquées dans I'une ou I'autre des voies de présentation®.

1.2.1.3 Les DC inflammatoires

Les DC inflammatoires, retrouvées dans les tissus périphériques, correspondent aux DC
dérivées de monocytes (moDC) qui se développent en réponse a une inflammation. Elles

P’ ont

disparaitraient une fois I'inflammation résolue®®. Des travaux réalisés par Ledn et a
montré que lors d’une infection par Leishmania major, des monocytes étaient recrutés au
niveau du derme et se différenciaient en « DC dermiques dérivées de monocytes ». Ces
cellules étaient ensuite capables de migrer dans les ganglions drainants afin de stimuler les
lymphocytes T spécifiques de L. major. Cette étude met en lumiére le réle important de la
formation de novo de DC inflammatoires dans le controle de I'immunité contre certains
pathogenes.

Le phénotype de ces cellules dépend de la nature du stimulus ou encore du tissu dans
lequel elles se différencient. Cependant, elles peuvent étre caractérisées comme étant Ly6C"
CD11b" CMH-II* cD11c™e™ed@re  hian que I'expression de Ly6C soit fortement diminuée
lorsque les cellules entrent dans les tissus lymphoides (rendant la distinction assez difficile
avec les DC CD8a’ CD4* CD11b" résidentes)*®?®,

Ces cellules semblent étre dépendantes du facteur de croissance GM-CSF (granulocyte
monocyte colony stimulating factor), puisqu’elles ne sont pas présentes dans des souris
génétiquement modifiées et déficientes pour le récepteur du GM-CSF (méme apres
inflammation)®. Chez ’'Homme, ces cellules peuvent &tre générées a partir de monocytes du
sang périphérique stimulés en présence de GM-CSF et d’IL-4*°. En revanche, chez la souris,
les cellules générées a partir de la moelle osseuse en présence de GM-CSF seul, permettent
d’obtenir une population similaire aux DC inflammatoires. La grande quantité de cellules
obtenues aprés culture fait d’elles les plus utilisées en immunothérapie basée sur les DC ou
pour des études in vitro.

Finalement, on suppose que ces cellules représentent une source de DC de « secours »,

générées lors d’une inflammation pour lutter plus efficacement contre un pathogene.
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1.2.2 Les cellules dendritiques plasmacytoides

Les DC plasmacytoides (pDC) représentent une faible population qui s’accumule
principalement dans le sang et les organes lymphoides. C'est d’ailleurs par voie sanguine
gu’elles pénétrent dans ces organes. Les pDC sont caractérisées phénotypiguement comme
étant CD11¢°" CMH-II" B220" SiglecH" (SiglecH étant une lectine de type C)*, et elles se
trouvent essentiellement au niveau de la zone marginale et les zones T de la rate®.

Ces cellules sont connues pour sécréter de fortes quantités d’interféron de type | (IFN-
o./P), cytokine antivirale par excellence. Cette production est la conséquence de la détection
de motifs viraux, grace a I'expression de récepteurs de type Toll (TLRs) endosomaux (TLR7 et
TLR9). Apres stimulation via ces TLRs, les pDC ont aussi la capacité de sécréter des cytokines
pro-inflammatoires telles que le TNF-o. (tumor necrosis factor o), et sont également
capables de présenter I'antigéne®.

Les pDC se distinguent facilement des cDC par leur morphologie a I'état quiescent. En
effet, elles ont un aspect plasmacytoide (comme leur nom l'indique), c’est a dire qu’elles ont
une forme arrondie avec un développement important de réticulum endoplasmique
rappelant la morphologie des cellules sécrétrices d’anticorps, ou plasmocytes. Elles perdent
ensuite leur morphologie plasmacytoide aprés activation et développent alors des dendrites,
comme les cDC*.

Finalement, les pDC ont aussi des propriétés de présentation de l'antigene : a I'état

activé, elles peuvent activer des lymphocytes T (discuté dans le chapitre 3.3.3.3 p.76)***.

1.2.3 Les cellules dendritiques chez ’'Homme

Les études actuelles chez la souris permettent d’avoir une vue globale sur le réle des
différents acteurs du systeme immunitaire dans de nombreuses pathologies. Ces études
enrichissent considérablement notre compréhension du systeme immunitaire qui, par
homologie, peut étre transposée chez 'Homme afin de lutter contre de nombreuses
maladies. Ainsi, bien que mon travail de these n’ait pas porté sur les différents sous types de
DC humaines, j'ai souhaité faire une breve comparaison des DC humaines par rapport aux

sous-types murins discutés préalablement (Tableau 1 p.17).

Trouver I'équivalent des DC humaines n’a pas été une tache facile en raison du manque
de marqueurs en commun avec les DC murines, de leur rareté et de la difficulté d’obtenir du
sang ou des échantillons de tissus. Dans les années 2000, trois sous populations de DC ont

été trouvées dans le sang et les tissus lymphoides, celles exprimant le marqueur BDCA-1
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(Blood DC Antigen 1) ou DC CD1c", celles le marqueur BDCA-3 ou DC CD141" et celles le

45,46,47,48

marqueur BDCA-2 ou pDC Dans un premier temps et par des analyses du
transcriptome, les DC BDCA-3" ont été montrées comme étant |'équivalent des DC
CD80.'CD4” et les DC BDCA-1" I'équivalent des DC CD8cCD4™®*°. Depuis, plusieurs
laboratoires ont soutenu I'idée que les DC BDCA-3" sont bien les équivalentes des DC CD8a.”
de la souris a travers des études fonctionnelles montrant leur supériorité a réaliser la
présentation croisée (aprés stimulation par du poly | :C, un ligand du TLR3). Cette question
est cependant encore discutée aujourd’hui. lls ont également identifié différents marqueurs
cellulaires, dont DNGR-1 (ou Clec9A) et XCR1 (XC chemokine receptor 1) qui sont

exclusivement exprimés par les DC BDCA-3* humaines et les DC CD8a." murines®®>>%23>4,

1.3 Le rble central des cellules dendritiques dans le systeme

immunitaire

Le systéme immunitaire défend I'organisme contre toutes sortes de pathogénes. Il existe
deux composantes du systéme immunitaire qui jouent chacune un réle trés important :
'immunité innée et I'immunité adaptative. La premiére correspond a une reconnaissance
non spécifique des pathogenes alors que la seconde correspond a une reconnaissance

spécifique des pathogénes, qui ne peut se mettre en place sans I'immunité innée.

Parce que les DC jouent un réle dans I'immunité innée et font le lien entre cette derniere
et 'immunité adaptative, elles ont un role central de chef d’orchestre de la réponse

immune, dont nous allons discuter dans les deux prochains paragraphes.

1.3.1 Le réle des cellules dendritiques dans I'immunité innée

Une fois la premiere barriere de défense franchie que constituent la peau et les
épithéliums des muqueuses, les pathogenes font face au premier systeme de défense de
I'organisme : I'immunité innée. Celle-ci est constituée de différentes cellules dont les
polynucléaires neutrophiles (cellules phagocytaires qui sont recrutées en premier sur le site
de l'infection), les macrophages, les cellules tueuses naturelles ou NK (Natural Killer) et les
DC. Je ne me focaliserai dans cette partie que sur le role joué par les DC dans I'immunité

innée.
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Les DC sont capables de reconnaitre des motifs conservés exprimés spécifiquement par
les pathogenes, les PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns), via des récepteurs
appelés PRRs (Pattern Recognition Receptors)®. Ces molécules seront décrites dans les
parties 2.1.2 p.38 et 2.1.3 p.42.

Suite a leur activation, les DC sécretent des peptides antimicrobiens, comme les
défensines. Ces peptides agissent de différentes facons. En effet, ils peuvent agir
directement en déstabilisant les membranes bactériennes, ou indirectement dans les
cellules infectées en inhibant la synthése d’ADN, d’ARN, ou de protéines, et en activant des
enzymes antimicrobiennes qui lysent les composants du microbe. Ces peptides agissent
également sur les virus en ciblant les lipoprotéines d’enveloppe de certains virus
enveloppés, comme le virus de la grippe et certains herpés virus°. En plus de ces peptides
antimicrobiens, les DC peuvent générer des radicaux oxygénés (ROS pour Reactive Oxygen
Species), qui vont principalement endommager I’ADN des microbes ; et de I'oxyde nitrique,
qui va a la fois inhiber la chaine respiratoire et interférer au niveau de la réplication de
’ADN”’.

Certaines DC peuvent sécréter des cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-12, le
TNFo ou encore I'lL-6 qui influencent I'immunité adaptative, activent les neutrophiles et
induisent la production de protéines de la phase aigué. Un exemple caractéristique de
I'action des DC est celui des pDC en réponse a un virus. En effet, comme nous I’'avons vu, ces
cellules sont capables de produire de grandes quantités d’IFN de type |, cytokine antivirale,
qui induit, dans les cellules infectées par des virus et dans les cellules voisines, un état

incompatible avec la réplication virale**>®

. De plus, ces IFN agissent sur les cellules de
I'immunité innée en activant la capacité lytique des NK et la production d’oxyde nitrique par

les macrophages.

Finalement, les DC favorisent la communication entre les autres cellules de I'immunité
innée. Par exemple, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires permet un recrutement
plus important de cellules phagocytaires (macrophages et neutrophiles) au site de
I'infection®®. Par ailleurs, les DC matures activent la cytotoxicité, la prolifération et la
production d’IFNy par les cellules NK et I’activité bactéricide des macrophages grace aux IFN
de type I, I'lL-12, I'IL-18 et I'IL-15. Réciproquement, les NK favorisent la maturation des DC,

notamment par la sécrétion d’IFNy et de TNFa, via un contact cellulaire par NKp30°.
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1.3.2 Le réle des cellules dendritiques dans 'immunité adaptative

Apreés avoir capturé un pathogene, les DC ont la capacité de présenter ses antigenes aux
lymphocytes T et ainsi de mettre en place une réponse immunitaire adaptative adéquate et
spécifique de ce pathogéne. Selon I'environnement dans lequel les réponses innées ont été
établies, la réponse T va se polariser vers un profil effecteur ou régulateur particulier®’. Cette
polarisation influence ensuite la réponse des lymphocytes B, qui vont se différencier en

plasmocytes, cellules sécrétrices d’anticorps spécifiques de I'antigéne.

Les DC interagissent aussi bien avec les lymphocytes T qu’avec les lymphocytes B. En
effet, les DC sont capables via la sécrétion d’IL-12, d’activer directement la production
d’anticorps et la prolifération des lymphocytes B qui ont été stimulés par la molécule CD40L
exprimée par les lymphocytes T activés. Les DC agissent également sur la commutation
isotypique des lymphocytes B : selon les cytokines sécrétées par les DC, les lymphocytes B
produiront des immunoglobulines de différents isotypes. De plus, dans les follicules B, les DC
folliculaires (ou FDC) soutiennent directement la viabilité, la croissance et la différenciation
des lymphocytes B activés. Ces FDC sont présentes au niveau des centres germinatifs
(correspondant a la zone B stimulés par un antigene), ou les lymphocytes B qui proliférent

subissent la mutation somatique (afin d’augmenter I’affinité des anticorps produits)®*.

L’activation des lymphocytes T naifs par les DC requiert trois signaux : la reconnaissance
du complexe CMH-peptide par le TCR (T Cell Receptor), l'interaction des molécules de
costimulation présentes a la surface des DC matures et des lymphocytes et enfin,
I’environnement cytokinique. Ces trois signaux apportés par les DC vont ainsi initier la
réponse immunitaire adaptative, en polarisant la réponse T. En effet, les lymphocytes T CD4"
naifs, ou ThO (T helper 0), ont la capacité de s’engager dans diverses voies de différenciation.
En présence de pathogenes intracellulaires (virus ou bactéries), les DC vont produire de I'IL-
12 qui favorise I'induction de cellules Th1. Ces cellules produisent de I'IFNy, de I'lL-2 et du
TNFo. et favorisent les réponses immunitaires a médiation cellulaire. En présence de
pathogénes extracellulaires, les DC vont produire essentiellement de I'lL-4 qui favorise la
polarisation en Th2. Ces cellules sont incapables de produire de I'IFNy, mais sont
caractérisées par leur production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 et favorisent la réponse humorale
en aidant a la production d’anticorps par les lymphocytes B. En présence d’IL-6 et de TGFf3
(transforming growth factor-f3), les lymphocytes T naifs se différencient en Th17. Ces cellules
produisent de I'lL-17A, IL-17F et IL-22, et leur prolifération est régulée par I'lL-21 et leur
survie par I'lL-23%%. Enfin, il existe deux populations régulatrices majeures dérivant des
lymphocytes T CD4" : les Tregs d’origine thymique (appelées naturelles, nTregs) et les Tregs

induits a partir de lymphocytes T CD4" naifs (iTregs) en présence de TGFB. Chacun de ces

26



lignages de lymphocytes effecteurs est associé a des facteurs de transcriptions spécifiques.
Ainsi, les facteurs de transcription T-bet/STAT-4, GATA-3 /STAT-6, Foxp3 et RORyt/STAT-3
ont, respectivement, un role majeur dans la différenciation et 'homéostasie des cellules
Th1, Th2, Tregs et Th17 (Figure 2).

En plus de I'activation et de la différenciation des lymphocytes T CD4" naifs, certains sous
types de DC ont aussi la capacité d’activer directement les lymphocytes T CD8", chargés de
tuer les cellules infectées. Cette activation nécessite la présentation croisée de I'antigene,

détaillée dans le chapitre 3.3 p.64.

IFNYy
STAT4
T-bet

Peptide—MHC
molecule

IL-4
STAT6
GATA3

TGFp
FOXP3

TGFB and IL-6 '+,
(IL-1and IL-23) %

IL-17
STAT3
RORyt

Figure 2 : Voies de différenciation des lymphocytes T CD4" naifs. A partir d’'un méme précurseur de
lymphocyte T CD4", différents types de lymphocytes T auxiliaires peuvent étre générés selon le
contexte cytokinique dominant. L’IL-12 induit des lymphocytes Thl qui favorisent I'activité des
lymphocytes T CD8". L’IL-4 induit des Th2 qui favorisent 'activité des lymphocytes B. L’IL-6 combinée
au TGFP induit des Th17. Le TGFp seul induit des Tregs capables d’inhiber I'activité des lymphocytes T
effecteurs. D’apreés Zou W, Restifo NP, Nature Reviews Immunology 2010.
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1.4 Maturation des cellules dendritiques

L'idée que les DC se trouvent dans deux états, immature ou mature, dont seules les DC
matures sont capables d’activer des réponses immunes, vient du « paradigme des cellules de
Langerhans ». Celui-ci implique que les DC sont présentes dans les tissus périphériques dans
un état immature, spécialisées pour échantillonner I’environnement en utilisant une variété
de mécanismes d’endocytose. Cet état est cependant caractérisé par un niveau faible
d’expression des molécules du CMH et de costimulation mais une forte capacité

d’endocytose®” .

Les DC sont équipées d’un grand nombre de récepteurs, tels que les PRRs (décrits dans le
chapitre 2.1.3 p.42), les récepteurs aux cytokines et aux chimiokines, leur permettant de
reconnaitre/sentir les PAMPs et les signaux inflammatoires. La signalisation par ces
récepteurs amorce la migration des DC jusqu’aux organes lymphoides secondaires'®. Cette
migration dépend d’une augmentation de I'expression de CCR7 permettant aux DC de

6485 pendant cette

quitter le tissu périphérique et de rejoindre le ganglion drainant
migration, les DC évoluent vers un état mature caractérisé par la perte de leur capacité de
capture d’antigenes, la réorganisation du cytosquelette d’actine, I'augmentation de leur
niveau d’expression des molécules du CMH-II et de costimulation (comme CD80, CD83, CD86
et CD40), et la capacité de présenter les antigenes capturés en périphérie aux lymphocytes T
naifs®®. La maturation est ainsi définie par une série de changements phénotypiques mais

aussi morphologiques qui permettent aux DC d’initier la réponse immune.

Le terme de maturation faisait originellement référence a la capacité des DC a induire
des réponses immunogenes, alors restreintes a la simple capacité a faire proliférer les
lymphocytes T naifs. En effet, les cellules de Langerhans devaient étre mises en culture pour
devenir matures, et ceci s’Taccompagnait d’'une diminution de la capacité de phagocytose,
d’une augmentation de I'expression des molécules du CMH-II et de costimulation, et enfin
I'impossibilité de présenter de nouveaux antigénes®’. L’augmentation du niveau
d’expression des molécules du CMH-II et de la molécule CD86 a alors été considérée comme
la marque de la maturation des DC qui conduisait a une réponse immunogéne. La
découverte que les DC pouvaient induire de la tolérance a ainsi été une fonction attribuée
aux DC immatures®®. Cependant, des études plus récentes ont montré que des DC matures

(phénotypiquement) étaient également capables d’induire une réponse tolérogéne®.
L'utilisation du terme « mature » dans l'induction d’une réponse immunogéene a donc
considérablement évolué. Notamment, Caetano Reis e Sousa a écrit une trés belle revue’

dans laquelle il explique qu’il est aujourd’hui erroné de faire une dichotomie entre |'état
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immature et mature basée sur 'unique critére de la génération respective de réponse
tolérogéne ou immunogéene. En effet, les DC immatures ont de faibles niveaux de molécules
du CMH et de costimulation, sont peu motiles et ne forment pas de conjugués avec les
lymphocytes T aussi efficacement que les DC matures, bien qu’elles soient capables d’induire
de la tolérance. Il propose donc que la maturation se référe non pas au devenir de la
réponse immunitaire (qui peut étre tolérogéne, immunogéne, ou régulatrice), mais plutot

aux changements morphologiques et phénotypiques que subissent les DC (Figure 3).

Danger signal

>
Maturation
Immature DC Mature DC
v Endocytosis/Phagocytosis +++ v Endocytosis/Phagocytosis +
v’ Antigenic presentation + v' Antigenic presentation +++
v’ Costimulation molecules + v’ Costimulation molecules +++
v’ Cytokines production + v’ Cytokines production +++

Figure 3 : Maturation des cellules dendritiques. Le processus de maturation des DC est initié suite a
leur rencontre avec des pathogenes, des signaux de danger, des cytokines, etc... Les DC immatures,
alors sentinelles de I'organisme, subissent des changements morphologiques et fonctionnels. Elles
augmentent l'expression de leurs molécules du CMH, qui se relocalisent du cytoplasme a la
membrane plasmique en grande majorité. Les DC matures deviennent alors spécialisées dans la

présentation antigénique.
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2 La reconnaissance et la capture des antigenes par les

cellules dendritiques

Pour que les DC puissent induire une réponse immune efficace, elles doivent tout
d’abord reconnaitre le danger en périphérie. Ce danger peut provenir de I'entrée d’un
pathogéne (bactéries, virus, parasites) ou bien de cellules qui sont en état de stress pré-
apoptotique ou en apoptose précoce. Les DC doivent pouvoir reconnaitre ainsi les signaux
de danger exprimés par ces éléments, développés dans le premier chapitre de cette partie.
En paralléle, les DC doivent capturer les antigenes de ces pathogénes ou de ces cellules
endommagées. Ceci se fait par différents mécanismes discutés dans le deuxieme chapitre de

cette partie.

2.1 Reconnaissance des sources d’antigenes par les cellules

dendritiques

Une partie de ma these s’est intéressée aux signaux « eat-me », « don’t eat-me » et a
leur impact sur la capture d’antigénes provenant de cellules vivantes. En effet, ces signaux
jouent un réle important dans la reconnaissance de cellules apoptotiques par les phagocytes
du systéme immunitaire. Je discuterai ainsi dans une premiére partie de I'importance de ces
signaux dans le systeme immunitaire. Les DC reconnaissent le danger via différentes
molécules : les PAMPs et les DAMPs (Damage Associated Molecular Pattern) correspondant
a des signaux de danger d’origine microbienne ou non, respectivement. Ces molécules
seront discutées dans la deuxieme partie de ce chapitre. Enfin, les récepteurs sur les DC
permettant la reconnaissance de ces signaux de danger, ou PRRs, seront développés dans la

troisieme et derniere partie de ce chapitre.

2.1.1 Les signaux « find-me », « eat-me », « dont eat-me »

De maniere tres remarquable, notre corps recycle a peu prés un million de cellules par
seconde’®. Ceci inclut I'excés de cellules constamment générées dans les tissus, les cellules
agées en fin de vie mais aussi les cellules endommagées par des maladies ou infections.
L’élimination de ces cellules mourantes se fait soit par les cellules voisines (fibroblastes ou

cellules endothéliales), soit par les cellules phagocytaires professionnelles (macrophages et
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DC immatures). Lélimination rapide et efficace de ces cellules est importante pour « faire de
la place » aux cellules vivantes et maintenir la fonction du tissu, mais également pour éviter

d’aboutir & une nécrose secondaire capable de générer une inflammation’*”?

. In vivo, et
dans des conditions normales, la suppression des cellules apoptotiques semble étre tres
rapide, de telle sorte que la détection de ces cellules dans les tissus pourrait provenir d’un
désordre dans les mécanismes d’élimination, ou d’'une quantité trés importante de cellules
apoptotiques’®. Le processus de capture des cellules apoptotiques peut se découper en trois
étapes majeures: 1. l'implication de signaux « find-me » relargués par les cellules
apoptotiques pour attirer les phagocytes au site ; 2. I'exposition de signaux « eat-me » a la
surface des cellules apoptotiques permettant la reconnaissance par les phagocytes et
I'internalisation de ces dernieres. Nous verrons que cette étape est finement régulée par
une balance avec les signaux « don’t eat-me », normalement exprimés sur les cellules
vivantes; et 3. La digestion et la dégradation des corps apoptotiques dans les

75,76

phagocytes

Les signaux « find-me » : Ces signaux chimiotactiques sont relargués par les cellules en

apoptose pour recruter les cellules phagocytaires. Durant ces dernieres années, quatre
principaux signaux « find-me » ont été décrits: la lysophosphatidylcholine (LPC), la
sphingosine-1-phosphate (S1P), la fractalkine/CX3CL1, et les nucléotides ATP et UTP’”737980,
Bien que ces molécules soient de différents types, elles sont toutes liées au recrutement des

monocytes, macrophages et des DC immatures auprés des cellules apoptotiques®”.

Le premier signal « find-me » a été identifié in vitro avec des lignées cellulaires humaines,
par le laboratoire de S. Wesselborg en 2003”°. En effet, par des expériences de transwell, ce
laboratoire a montré que les cellules cancéreuses du sein (MCF-7) rendues apoptotiques, par
irradiations U.V., sécrétaient dans le surnageant de la LPC permettant d’attirer la lignée
monocytaire THP1. Les auteurs ont également montré que I'activation de la phospholipase
A2 calcium-indépendant (iPLA2) par la caspase 3 dans les cellules apoptotiques était liée a la
conversion de la phosphatidylcholine (PC) en LPC et a sa sécrétion. Quelques années plus
tard, ils ont montré que la liaison de la LPC a G2A (G2 accumulation protein ou G protein-

coupled receptor 132) permettait I'activation et I'attraction des macrophages®.

Le laboratoire de S. Spiegel a montré que l'induction de I'apoptose dans des cellules
Jurkat ou U937 (cellules de leucémie), aussi bien par des inhibiteurs de la sphingosine kinase
que par des agents chimiques, augmentait 'expression de la sphingosine 1 kinase’®. Son

activité permettait la sécrétion de la S1P qui, a son tour, semblait avoir un fort pouvoir
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attracteur sur les monocytes et macrophages. Des expériences in vivo manquent pour mieux

comprendre la relevance physiologique de ce lipide en tant que signal « find-me ».

La méme année, une autre étude a mis en évidence le réle de la fractalkine/CX3CL1
comme signal « find-me » in vivo®. En effet, elle a montré qu’un fragment soluble de la
chimiokine, normalement localisée au niveau de la membrane plasmique et servant de
molécule d’adhésion, est relargué lors de I'apoptose des cellules du lymphome de Burkitt
(cellules malignes des centres germinatifs B) et agit comme un agent chimiotactique. Cette
sécrétion est dépendante des caspases et de Bcl-2 et attire les macrophages (exprimant le
récepteur CX3CR1). Bien que les auteurs soulignent le caractére spécifique de la fractalkine
dans le cadre du lymphome de Burkitt et des centres germinatifs B, cette étude in vivo
utilisant des souris CX3CR1'/', suggere I'authenticité de cette molécule comme signal « find-

me ».

Le dernier signal « find-me » a été mis en évidence aussi bien in vitro qu’in vivo par le
laboratoire de Ravichandran en 2009”’. En effet, ils ont montré que la sécrétion de
nucléotides triphosphate tels que I'ATP et I'UTP, par les cellules en apoptose précoce,
pouvait fortement attirer les monocytes. La sécrétion de ces nucléotides a été montrée dans
différents types cellulaires : les cellules Jurkat, les thymocytes primaires, les cellules MCF-7,
et les cellules épithéliales de poumons aprés apoptose (via Fas, traitement U.V., etc.). De
plus, cette sécrétion semble dépendante de I'activité des caspases. Par contre, I'utilisation
de souris déficiente pour P2Y; (récepteur couplé a la protéine G présent sur les monocytes et
macrophages), diminue fortement I'attraction des cellules phagocytaires, impliquant ce

récepteur comme le senseur de I’ATP et de 'UTP relargués par les cellules apoptotiques.

Une des questions intéressantes derriere le principe des signaux « find-me » est qu’ils
doivent, pour attirer les phagocytes, créer un gradient chimiotactique assez large. Or, ces
molécules créent un gradient de faible portée et, concernant les nucléotides, peuvent
parfois étre dégradées rapidement. De plus, la concentration dans le sang de la LPC et de la
S1P est tres élevée par rapport a leur concentration sécrétée par les cellules apoptotiques.
D’autres études sont nécessaires pour mieux comprendre comment ces sighaux agissent sur
les phagocytes, car il est probable que la sécrétion de plusieurs de ces molécules en méme
temps puisse jouer de concert pour attirer les phagocytes localement et hors de la
circulation sanguine. De plus, ces signaux pourraient avoir d’autres fonctions comme
augmenter la capacité de capture des phagocytes en leur permettant de sur-exprimer les

récepteurs adéquats’®.
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Les signaux « eat-me » : Bien que les signaux « find-me » attirent les phagocytes aupres

des cellules apoptotiques, ils doivent pouvoir ensuite les distinguer des cellules voisines. Ceci
se fait par I'expression de molécules dites « eat-me » sur les cellules en apoptose, et par leur

reconnaissance par des récepteurs spécifiques sur les cellules phagocytaires (Figure 4).

PtdSer

BAI and/or
TIM4?

oxLDL
o IcAM3

CP14

Phagocyte

Figure 4 : les signaux « eat-me » et leurs récepteurs sur les cellules phagocytaires. Les cellules
apoptotiques expriment des signaux « eat-me » a leur surface qui sont reconnus par des récepteurs a
la surface des phagocytes (macrophages, DC). La PS (ici PtSer) est un signal clé et semble étre
exprimée en patches sur les cellules apoptotiques. Elle peut étre reconnue par des opsonines comme
MFG-E8 et Gas6 (ou encore 2-GPI et la protéine S du sérum, non montré ici) qui sont ensuite
reconnues par l'intégrine o33 et MER, respectivement. Elle peut aussi étre reconnue directement par
BAI1 et Tim4 exprimées sur les phagocytes. D’autres motifs comme ICAM3 modifiée, reconnue par le
CD14, et les lipides oxydés, reconnus par CD36, permettent la phagocytose. La CRT et son ligand
LRP/CD91 ne sont pas représentés sur ce schéma. Adapté de Ravichandran KS, Lorenz U, Nature

Reviews Immunology 2007.

L'expression de ces signaux est due a des changements dans la composition de la
membrane plasmique des cellules apoptotiques, permettant ainsi I'expression de molécules
normalement « cachées » dans les cellules vivantes. Le premier signal « eat-me », mis en

évidence par le laboratoire de P.M. Henson en 1992, est [I'exposition de Ia
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phosphatidylsérine (PS)®. Cette molécule est normalement située au niveau du feuillet
interne de la membrane plasmique et se retrouve au niveau du feuillet externe suite a la
perte de I'asymétrie membranaire qui a lieu lors de I'apoptose. Cette exposition est due a
I'inhibition de I'aminophospholipide translocase qui permet normalement de retourner la PS
vers le feuillet interne et de I'y confiner : il y a alors un flip-flop bidirectionnel de la PS non
spécifique qui est dépendant de la présence de calcium dans le milieu extracellulaire®’.
L'expression de la PS est nécessaire pour la reconnaissance des cellules apoptotiques par les
phagocytes et jouerait un role critique dans la capture de ces derniéres. En effet, lorsque des
cellules sont traitées avec du DFMO (ornithine decarboxylase inhibitor
difluoromethylornithine) puis rendues apoptotiques par irradiation U.V., elles n’exposent
pas la PS et le flip-flop des phospholipides membranaire est altéré, ce qui empéche les
macrophages et autres phagocytes de reconnaitre et capturer ces cellules apoptotiques. Au
contraire, lorsque la PS est ajoutée aux cellules apoptotiques traitées avec du DFMO ou aux
cellules vivantes, a I'aide de liposomes contenant de la PS, les macrophages sont bien

capables de les capturer®.

La PS peut interagir directement avec des récepteurs sur les cellules phagocytaires ou
indirectement via des opsonines (qui font le lien entre les cellules apoptotiques et les
cellules phagocytaires) (Figure 4). En 2007, plusieurs laboratoires ont identifié deux
récepteurs pouvant se lier directement a la PS : Tim4 et Tim1 (T cell immunoglobulin mucin

88788 | e laboratoire de S. Nagata a établi

proteins) et BAI1 (Brain Angiogenesis Inhibitor 1)
une banque d’anticorps monoclonaux de hamster dirigés contre les macrophages
péritonéaux murins. lls ont alors trouvé qu’un de ces anticorps inhibait fortement la capture
de cellules apoptotiques médiée par la PS. L'antigene reconnu par cet anticorps a été
identifié¢ par clonage comme étant Tim4, qui reconnaissait la PS via son domaine
immunoglobuline (Ig). Ils ont ensuite validé in vivo I'importance de ce récepteur en
administrant I'anticorps anti-Tim4 a des souris et en observant une diminution de la capture
des cellules apoptotiques par les macrophages®’. La transfection de fibroblastes 3T3 avec
Tim4 et Tim1, leur permet de phagocyter des cellules apoptotiques. Finalement, Tim4 est
exprimé aussi bien sur les macrophages péritonéaux que sur les DC CD8a." et CD80.™. La
méme année, les travaux du laboratoire de K. Ravichandran ont montré que BAI1 permettait
d’augmenter la capture de thymocytes apoptotiques (mais non nécrotiques ou vivantes)
aprés transfection de macrophages 1774 ou de fibroblastes LR73 par cette molécule®®.
Récemment, I'équipe d’A. Freitas a identifié TLT2 ((TREM)-like protein 2) comme étant un
troisieme récepteur de la PS et qu’in vivo il permettait la phagocytose des cellules

apoptotiquesgg.
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Plusieurs opsonines se liant a la PS ont été identifiées ces derniéres années : la
glycoprotéine MFG-E8 (Milk Fat Globule EGF factor 8), sécrétée par les macrophages
(récupérés aprés injection de thioglycolate) et par les DC immatures, est reconnue par les
intégrines a,ps et o, Ps grace a son motif RGD***': Gas6 (Growth arrest-specific 6) reconnu
par les récepteurs de tyrosine kinases de la famille Axl, Sky et Mer’*; B2-GPI (B2-

glycoprotein 1) et la protéine S du sérum®>.

Depuis la découverte de la PS comme signal « eat-me », beaucoup d’études se sont
intéressées a d’autres changements membranaires qui pouvaient avoir lieu lors de
I'apoptose. Par exemple, I'annexine | endogéne est recrutée du cytosol et exportée au
niveau du feuillet externe de la membrane plasmique, lors de la perte de I'asymétrie des
phospholipides, ou elle colocalise avec la PS en patches. Le blocage de I'annexine | par siRNA
ou par des anticorps bloquants est corrélé avec une diminution de l'attachement et de
I'internalisation par les cellules endothéliales. De plus, bien que I'annexine | ne soit pas
nécessaire a l'exposition de la PS, elle semble nécessaire pour le regroupement des
récepteurs de la PS autour des cellules apoptotiques®. D’autres changements membranaires
beaucoup moins documentés, correspondent a I'altération de certains phospholipides de
surface par oxydation des chalnes glycosylées. Ces modifications générent des sites
ressemblant a des particules de lipoprotéines oxydées (oxLDL ou oxydized low-density
lipoprotein) pouvant étre reconnus par des récepteurs scavenger (SR) ; des sites de liaison a
la thrombospondine (TSP) pouvant étre reconnus par un complexe intégrine a3/ SR CD36
sur le phagocyte ; des sites de liaison aux lectines, a certains facteurs du complément (Clq
ou C3b/bi), et a différentes collectines comme le MBL (Mannose Binding Lectin) ou les

9395 |’altération de la molécule

protéines du surfactant du poumon A et D (SP-A et SP-D)
d’adhésion ICAM-3 (reconnue par CD14) a la surface des cellules apoptotiques est également
considérée comme un signal « eat-me », puisqu’elle permet I'attraction et I'attachement des

macrophages™.

En 2005, le laboratoire de P.M. Henson a mis en évidence I'importance de la calréticuline

(CRT) comme signal « eat-me »°’.

Cette protéine est normalement exprimée dans le
réticulum endoplasmique (RE) et était connue pour ses propriétés de chaperonne. Cette
équipe a montré que I'expression de la CRT est augmentée lors de I'apoptose induite par
irradiation U.V. sur de nombreux types cellulaires, comme les cellules Jurkat, les
neutrophiles ou encore les fibroblastes. Cette augmentation est accompagnée d’une
redistribution de la CRT en patches qui semble colocaliser avec la PS. De plus, en utilisant des
anticorps anti-CRT ou des MEF (mouse embryonic fibroblast) déficients pour la CRT, la
phagocytose par la lignée de macrophages J774 était fortement diminuée. Cependant, en

ajoutant de la CRT sur les MEF CRT” ou sur les neutrophiles vivants, I'ingestion de ces
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cellules par les macrophages (récupérés par injection de thioglycolate ou dérivés de
monocytes humain, ou par les macrophages 1774 respectivement) est restaurée, montrant
ainsi I'importance de la CRT pour la phagocytose des cellules apoptotiques. Finalement, en
traitant les macrophages J774 avec RAP (receptor associated protein), un inhibiteur de
LRP/CD91 (LDL receptor-related protein), ou avec un anticorps anti-LRP, la phagocytose des
MEF CRT” reconstitués avec de la CRT était fortement inhibée, suggérant que LRP est le
récepteur sur les phagocytes qui se lie directement a la CRT, exprimée sur les cellules

apoptotique597.

En 2007, les laboratoires de G. Kroemer et de L. Zitvogel ont montré qu’en réponse a
certains agents/stimuli utilisés dans des traitements anticancéreux induisant la mort
cellulaire (agents chimiques tels que les anthracyclines, 'oxaliplatine ou et les irradiations
ionisantes), les cellules tumorales CT26 (cellules cancéreuses du colon chez la souris)
apoptotiques exposaient la CRT au niveau de la membrane plasmique, générant un signal
« eat-me », reconnu par les DC pour ensuite induire une réponse immunitaire anti-tumorale
spécifique. Ils ont montré une corrélation entre le niveau d’expression de la CRT et le niveau
de phagocytose de ces cellules tumorales par les DC. lls ont ainsi souligné le caractére
immunogénique de l'exposition de la CRT sur les cellules tumorales apoptotiques, qui
semble apparaitre (dans le cas d’une mort immunogénique) bien avant I’exposition de la PS.
De plus, I'ajout d’anticorps anti-CRT neutralisants, ou bien la déplétion de la CRT par un ARN
interférent, diminuait la phagocytose médiée par les DC et I'immunogénicité qui en découle.
Au contraire, des cellules rendues apoptotiques par des agents non immunogéniques
(comme la mitomycin C, la cisplatine ou I'’etoposide, induisant une exposition plus tardive de
la CRT), deviennent immunogéniques lorsque de la protéine CRT recombinante est ajoutée a
la surface des cellules ou lorsque I'exposition de la CRT est renforcée par la déplétion ou
I'inhibition pharmacologique de PP1/GADD34 (protein phosphatase 1/growth arrest and

DNA damage 34), un complexe enzymatique intervenant dans le stress du RE%.

Il n"est pas nécessaire que tous les signaux « eat-me » et les récepteurs correspondant
sur les cellules phagocytaires soient engagés pour la bonne élimination des cellules
apoptotiques. La reconnaissance des cellules apoptotiques dépend de la nature de ces
derniéres, des récepteurs exprimés par le phagocyte et du statut d’activation de cette
cellule’ . La génération d’une sorte de « synapse apoptotique », qui s’apparente a la synapse
immunologique, permet cependant de regrouper ces signaux pour faciliter la capture des

cellules apoptotiques (Figure 4 p.32).
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Les signaux « don’t eat-me » : Ces signaux sont présents sur les cellules vivantes pour

éviter leur capture par les cellules phagocytaires. Actuellement, deux signaux majoritaires

74,97

ont été décrits: la molécule CD47 (ou IAP pour integrin-associated protein) et la

molécule d’adhésion CD31%.

La molécule CD31 est la premiére protéine a avoir été décrite par I'équipe de J. Savill en
2002 chez 'Homme®. Cette molécule fait partie de la superfamille des immunoglobulines
d’adhésion et de signalisation, et est exprimée par les leucocytes et macrophages. Dans
cette étude, ils montrent que I'interaction homophile des molécules CD31 exprimées par un
neutrophile vivant et un macrophage entrainait leur répulsion, empéchant ainsi I'ingestion
du neutrophile par le macrophage. Lors de I'apoptose, un défaut dans la signalisation du
CD31 annule cet effet répulsif en retardant la repolarisation membranaire du phagocyte'®,
ce qui permet l'attachement et la capture des neutrophiles apoptotiques par les

macrophages.

La molécule CD47 est une protéine largement exprimée sur les cellules et se lie a la
molécule SIRPa. (signal regulatory protein a), protéine inhibitrice transmembranaire
glycosylée. La liaison du domaine extracellulaire de SIRPa. par CD47, sur les cellules vivantes,
conduit a la phosphorylation de kinases et I'activation subséquente de tyrosine
phosphatases inhibitrices, comme SHP-1 (Src homology-containing tyrosine phosphatase-
1) 1l a d’abord été montré que la liaison de CD47 induisait une mort cellulaire

191 Une

indépendante des caspases dans des clones de leucémies lymphoides chroniques
étude a montré que des érythrocytes provenant de souris déficientes pour le CD47 et
injectés dans des souris sauvages étaient reconnus et rapidement éliminés par les

macrophages de la pulpe rouge de la rate'®

. Le potentiel de CD47 en tant que signal « don’t
eat-me » a depuis fait I'objet d’'une attention particuliere. En 2005, le laboratoire de P.M.
Henson a ainsi montré que des cellules vivantes et déficientes pour le CD47 pouvaient étre
ingérées par la lignée de macrophages J774. De plus, I'utilisation d’un anticorps bloquant le
CDA47 sur des neutrophiles vivants, ou I'utilisation d’un anti-SIRPa sur les macrophages 1774,
augmentait fortement la phagocytose des neutrophiles par ces macrophages, suggérant
donc que I'expression de CD47 par les cellules vivantes pouvait étre considérée comme un
important signal « don’t eat-me ». La phagocytose qu’ils observent dans leurs expériences
semble dépendante de la CRT puisque des érythrocytes déficients pour CD47 ne sont pas
ingérés par les macrophages prétraités avec un anticorps anti-LRP. lls ont également
remarqué que le CD47 diminuait a la surface de nombreuses cellules lors de I'apoptose et se
répartissait en patches a I’écart de la CRT. Ces observations ont conduit a I'établissement
d’un modele par les auteurs dans lequel la répartition du CD47 sur une cellule vivante est

telle que le signal inhibiteur I'emporte et que la cellule n’est pas ingérée par les phagocytes.
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Au contraire, lors de I'apoptose, la répartition en patches de la CRT et de la PS, qui augmente
a la surface des cellules, et la diminution de I'expression de CD47 et son exclusion, favorisent

I'ingestion des cellules® (Figure 5).

No
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Viable cell /—-Q\ Apoptotic cell
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Figure 5: Changements d’expression des molécules impliquées dans les signaux « eat-me » et
« don’t eat-me » lors de I’apoptose d’une cellule. Bien que sur les cellules vivantes la CRT puisse
engager son récepteur LRP sur la cellule phagocytaire, la signalisation par CD47/ SIRPa inhibe la
capture. En revanche, lors de I'apoptose, I'expression de la CRT est augmentée et forme des patches
qui colocalisent avec la PS : la signalisation par CD47/ SIRPa. est mise en retrait et la capture par les
phagocytes est alors possible. Adapté de Gardai SJ et al, Cell 2005.

Supportant l'idée que la capture de cellules par des phagocytes était fortement
dépendante de I'équilibre entre I'expression de la CRT et de CD47, le laboratoire de I.L.
Weissman a montré que de nombreuses cellules tumorales humaines expriment de fort
niveaux de CRT, et que I'expression de la CRT est corrélée avec un niveau élevé de CD47'%.
L'augmentation de I'expression de CD47 sur les cellules tumorales permettrait de protéger
ces cellules de la phagocytose médiée par la CRT et, ainsi, de contrebalancer son effet. En
effet, la phagocytose de cellules tumorales déficientes pour CD47 (cellules MOLM13) par des
macrophages prétraités avec un peptide bloquant la CRT est fortement diminuée. De plus,
I'utilisation d’un anticorps bloquant CD47 sur des cellules tumorales augmente leur
phagocytose par les macrophages mais est a nouveau diminuée si I'on ajoute un peptide
bloquant la CRT. Ces travaux impliquent I'expression de la CRT comme le signal « eat-me »
dominant sur les cellules tumorales humaines, qui peut étre contrebalancé par I'expression
de CDA47. L'utilisation d’anticorps ciblant CD47 comme outils thérapeutique dans différents
types de cancers fait actuellement 'objet d’études précliniques principalement impulsées

par I’équipe de I.L. Weissman'041051%,
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2.1.2 Les PAMPs et les DAMPs

Les PAMPs et DAMPs sont des molécules dites de « danger » que peuvent reconnaitre les

DC grace a I'expression de leurs PRRs.

En 1989, Charles Janeway proposa que le systéme immunitaire ait évolué pour protéger
I'organisme contre des microorganismes pathogénes. Pour lui, la reconnaissance des
molécules infectieuses, non infectieuses et du « non soi », et I'activation des lymphocytes T,
était déterminée par l'expression de récepteurs capables de reconnaitre des motifs
particuliers spécifiques des pathogenes par les APC. C'est ainsi que le terme de PAMPs est
apparu’®’, désignant des motifs moléculaires exprimés uniquement par les pathogénes
(bactéries, virus, parasites). lls sont tres conservés et indispensables a la survie des
pathogenes. lls correspondent par exemple au zymosan des champignons, au
lipopolysaccharide (LPS) des bactéries gram-négatives, a la flagelline (composant structural
principal du flagelle bactérien), au peptidoglycane ou encore aux acides nucléiques. Toutes
ces molécules sont reconnues par les TLRs et autres PRRs, qui reconnaissent chacun un type
de motif particulier. La correspondance entre les PAMPs et les PRRs sera précisée dans la
section suivante, 2.1.3 p.42. La reconnaissance de ces motifs moléculaires par les cellules de
I'immunité innée (neutrophiles, macrophages, DC), conduit généralement a une réponse

inflammatoire et a I'activation du systéme immunitaire adaptatif'®.

Au contraire, les DAMPs sont des motifs moléculaires provenant de cellules de
mammiféres et sont relargués apres un stress cellulaire, un dommage cellulaire, une mort
non physiologique (nécrose) ou encore une apoptose non contrélée qui subit une nécrose
secondaire. L'idée que le systéme immunitaire puisse également reconnaitre des motifs
exprimés par les cellules de I'organisme est née de « I’hypothese du danger » proposée par
Polly Matzinger en 1994'®. Ceci permet d’expliquer comment le systéme immunitaire
adaptatif peut étre stimulé par des tumeurs, des tissus transplantés, ou encore par toutes
situations engendrant de la nécrose. Tout comme les PAMPs, les DAMPs sont capables
d’activer les APC, déclenchant ainsi une réponse inflammatoire et une réponse immunitaire

10 1] existe deux types de DAMPs : les DAMPs d’origine intracellulaire qui sont

adaptative
relargués lors de la nécrose et agissent directement sur les cellules du systéme immunitaire ;
et les DAMPs issus de la modification de composants extracellulaires par des composants
relargués par les cellules nécrotiques (tels que les hydrolases et les protéases). Les DAMPs
d’origine intracellulaire sont par exemple I’'ATP; les HSPs (heat-shock proteins); I'acide
urique (dont la forme active est I'urate de monosodium ou MSU, formé lors du relargage de
I'acide urique dans le milieu extracellulaire riche en sodium); la protéine HMGB1 (high-

mobility group box 1 protein), qui se lie a ’ADN pour stabiliser les nucléosomes et régule la
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transcription ; I’ADN double brin ou encore les peptides antimicrobiens. Les DAMPs d’origine
extracellulaire sont par exemple I'acide hyaluronique, des peptides dérivés du collagene ou

110,111,112

encore le sulfate d’héparane . Certaines de ces molécules ainsi que leurs fonctions

sont répertoriées dans le Tableau 2 p.41.

Les PAMPs et les DAMPs agissent sur les mémes récepteurs pour beaucoup d’entre eux
et peuvent donc agir de concert (Figure 6). Ceci dépend en effet du contexte dans lequel
I'inflammation a lieu. On peut ainsi imaginer que la réponse inflammatoire déclenchée par
un pathogene soit la conséquence de la reconnaissance de PAMPs mais également de
DAMPs. En effet, en plus de I'expression des PAMPs spécifiques de ce pathogéne, celui-ci
peut également causer des dommages (directement ou indirectement par I'inflammation
gu’il induit) provoquant le relargage des DAMPs capables d’amplifier la réponse
inflammatoire. Dans ce contexte, les cellules qui n‘ont pas encore été en contact avec le
pathogene peuvent se retrouver dans un état de stress et ainsi exprimer des signaux « eat-
me ». Elles sont alors capables d’alerter les cellules du systeme immunitaire inné et de les
recruter pour résoudre linflammation induite. En revanche, dans le contexte d’une
inflammation stérile, c’est a dire qui a lieu en I'absence de pathogenes, seuls les DAMPs ont
un effet sur les cellules du systéme immunitaire inné qui déclenchent une réponse
inflammatoire. Cependant, les microbes commensaux présents dans l’environnement
peuvent tout de méme contribuer a cette réponse inflammatoire. Savoir si les DAMPs
peuvent a eux seuls induire une réponse inflammatoire reste toujours a ce jour une question

3 élucider*?.
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a Infection (PAMPs) b Tissue damage (DAMPs)

(7 Pathogens

Injury and

2. o2 tissue damage

PAMPs DAMPs Endogenous | | NLR agonists and | | Alarmins
TLR agonists | |inflammasome (such as
activators (such IL-1ex)
as ATP)

TLR

Figure 6: L’activation du systéme immunitaire induite par les PAMPs et DAMPs. L’activation
optimale de réponses inflammatoires par les cellules du systéeme immunitaire inné (DC,
macrophages), exigerait deux signaux dérivant soit de molécules présentes sur les pathogénes ou soit
de molécules endogénes des cellules de I’h6éte. En présence d’un pathogéne, les PAMPs qu’il exprime
sont capables d’activer les cellules du systéme immunitaire inné via leurs PRRs, engendrant ainsi une
réponse inflammatoire. Cette réponse provoque des dommages tissulaires générant ainsi le
relargage de DAMPs qui, en synergie avec les PAMPs, renforcent la réponse inflammatoire. En
I’absence de pathogene, les dommages tissulaires (comme lors d’une transplantation par exemple)
peuvent étre la source de DAMPs capable d’activer les cellules du systéme immunitaire inné via leurs
PRRs, déclenchant ainsi une réponse inflammatoire stérile. Dans ces deux cas de figure, ne sont pas
représentés les signaux « eat-me » présents sur des cellules voisines stressées ou en pré-apoptose,
qui peuvent jouer un réle dans le recrutement de cellules phagocytaires. Adapté de Mills K, Nature

Reviews Immunology 2011.
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HMGB1

Acide urique

ADN/ARN

HSPs

HMGN1

ATP

IL-1o

IL-33

Protéines S100
Peptides N-formyl
Acide hyaluronique

Sulphate d'héparane

Défensines

Peptides dérivés du
collagene

Calréticuline

Actine filamenteuse

Attire différentes cellules immunes; permet la

TLR2, TLR4, RAGE, TIM3 maturation des DC; effet immunostimulateur peut

NLRP3

étre inactivé lors de I'apoptose

Maturation des DC et attraction des neutrophiles

TLR3-7-8 (ARN) / TLR9 et Puissante activité pro-inflammatoire; interagissent

AIM2 (ADN)

TLR2, TLR4, CD14, CD24,
CD91

TLR4

P2X,

IL-1R

ST2

RAGE
FPR1
TLR2, TLR4, CD44

TLR4

TRL4, CCR6

CXCR2

CD91

DNGR1 (Clec9a)

avec de nombreuses cellules immunes

Attirent monocytes et neutrophiles; active les NL et

la maturation des DC, HSP-90 peut médier
I'immunothérapie anti-tumorale basée sur les T

Maturation des DC; recrute les APC et réponses
immunitaires spécifiques de I'antigéne

Agit comme un signal "find-me" et permet la
production d'IL-1( par les DC

Forte activité pro-inflammatoire

Déclenche la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires et de type Th2; peut étre inactivée

lors de I'apoptose

Attirent neutrophiles et monocytes

Attirent les plaquettes, neutrophiles et monocytes

Peut induire la maturation des DC

Peut induire la maturation des DC

Agent chimiotactique et antimicrobien; maturation

des DC

Peut induire la maturation des DC et le
recrutement des neutrophiles

Puissant signal "eat-me" et médiateur de
I'immunogénicité tumorale

Reconnaissance cellules nécrotiques par DC CD8a*

et la présentation croisée des antigenes de ces
cellules

Tableau 2 : les DAMPs, leurs récepteurs et leurs fonctions. Ce tableau résume une partie des DAMPs

connus ainsi que leurs récepteurs et certaines de leurs fonctions.
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2.1.3 Les PRRs

Les DC sont capables de reconnaitre le danger et de capturer les pathogenes et les
cellules endommagées ou mortes a I'aide de différents types de récepteurs, dont certains
sont également exprimés par d’autres cellules du systéme immunitaire inné ainsi que par les
cellules endothéliales. Ces récepteurs, ou PRRs, peuvent étre solubles, membranaires ou
intracellulaires et n’ont pas tous les mémes fonctions. Néanmoins, la plupart sont capables
d’augmenter I'expression de genes codant pour des cytokines proinflammatoires, I'lIFN de

type |, des chimiokines et des protéines antimicrobiennes, etc...'*>.

Il existe trois familles de PRRs qui peuvent étre classés selon leurs fonctions'** :

- Les PRRs d’endocytose, exprimés a la membrane, permettant la reconnaissance et
I'internalisation de pathogénes ou de matériels provenant, par exemple, de cellules
apoptotiques (via la reconnaissance de motifs tels que le LPS ou les LDL oxydés
(OxLDL)). Les plus connus sont la molécule CD14, les récepteurs de type scavenger
(SR) et les lectines de type C (CLR).

- Les PRRs de signalisation, membranaires ou intracellulaires, impliqués dans
I’activation cellulaire a la suite de la rencontre avec un pathogéne (ils répondent
aux glycanes, aux lipoprotéines ou encore aux acides nucléiques). Parmi ces
récepteurs, on retrouve les TLRs, les NLR (nucleotide-binding oligomerization
domain (NOD)-like receptors) et les RLH (retinoic acid inducible gene | (RIG)-1-like
helicases).

- Les PRRs solubles, ou opsonines, qui facilitent la reconnaissance et la phagocytose de
leurs ligands par les cellules phagocytaires. Certaines de ces opsonines sont
également capables d’activer le systéme du complément. Parmi ces molécules, on

retrouve les collectines, les ficolines et les pentraxines (PTX).

Les PRRs d’endocytose : Ces récepteurs sont aussi bien capables de reconnaitre des

motifs microbiens que des motifs présents a la surface des cellules apoptotiques. Je ne me

focaliserai, assez brievement, que sur les lectines de type C et les SR.

Le terme « lectines de type C» a été introduit pour distinguer les lectines calcium-
dépendantes et calcium-indépendantes qui se lient aux carbohydrates. Les CLR partagent au
moins un domaine de reconnaissance des carbohydrates, correspondant a une structure
compacte contenant des motifs conservés, et qui confére la spécificité des CLR aux
carbohydrates. Cette famille regroupe aujourd’hui des protéines qui posseédent un ou

plusieurs domaines homologues au domaine de reconnaissance des carbohydrates, mais ne
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lient pas tous les carbohydrates'™

. Il existe dix-sept groupes de CLR et seuls les groupes Il, V
et VI sont exprimés sur les cellules myéloides. Parmi ceux-ci, on retrouve des CLR de la
famille des récepteurs du mannose (MR), comme le CD206 (=MR) et le DEC-205 ; et des CLR
de la famille des asialoglycoprotéines, comme DC-SIGN (CD209), la langérine (CD207), la
dectinl (Cleca7) ou encore DNGR-1 (Clec9a). Ces CLR interagissent avec la plupart des
pathogénes humains par la reconnaissance du mannose (virus, champignons,
mycobactéries), du fucose (bactéries et helminthes) et du glucane (mycobactéries et
champignons)™™. Ils sont capables d’endocyter les pathogénes exprimant les motifs qu’ils
reconnaissent grace a leur domaine cytoplasmique qui contient des motifs d’internalisation
(comme des triades d’acides aminés, des motifs dileucine ou encore des motifs tyrosine).
Ces motifs vont diriger les CLR et leurs ligands vers différents compartiments cellulaires
(endosomes précoces ou lysosomes), ce qui va aboutir a leur dégradation et a la

présentation antigénique™*®

. En plus des pathogénes, les CLR peuvent reconnaitre des motifs
du soi. C’est I'exemple de Clec9a identifié par I'’équipe de Caetano Reis e Sousa en 2009. I
permet aux DC CD8a" de reconnaitre sur les cellules nécrotiques I'exposition de I'actine
filamenteuse et d’induire la présentation croisée d’antigénes provenant de ces cellules (ce

point sera détaillé dans le chapitre 3.3 p.64'/118119,

Le terme de «récepteurs scavenger» permet de décrire des glycoprotéines
membranaires qui reconnaissent des LDL (low density lipoproteins) modifiées par oxydation
(OxLDL) ou acétylation (AcLDL), mais non des LDL natives. lls sont aussi capables de
reconnaitre des ligands polyanioniques, des composants du soi (comme les molécules de la
matrice extracellulaire), du soi altéré (retrouvés au niveau des cellules apoptotiques et
nécrotiques), ou du non soi (chez les microorganismes). Aujourd’hui, huit classes (de A a H)
de SR ont été identifiées'®, dont trois qui jouent un rdle important dans la capture des
cellules apoptotiques:

- Les SR de classe A (SR-A et MARCO), reconnaissent des ligands polyanioniques tels

que les OxLDL et les AcLDL, des composants bactériens, le polyG mais également le
LPS et les cellules apoptotiques (reconnues surtout par le récepteur MARCO, ou

120121 )is sont exprimés 3 la

macrophage receptor with collagenous structure)
surface des macrophages et des DC et permettent la présentation de leurs ligands
aux lymphocytes.

- Les SR de classe B (SR-B1 et CD36), reconnaissent divers ligands comme le collagéene,
les acides gras, les phospholipides anioniques, la thrombospondine, les OxLDL, les
HDL et les cellules apoptotiques. Le CD36, associé aux radeaux lipidiques, est
impliqué dans la liaison des OxLDL (exprimés notamment sur des cellules

apoptotiques) et est présent sur les macrophages et DC. Il est impliqué dans un
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complexe avec la thrombospondine 1 (opsonine) et ayfs (sur les macrophages) ou

awPs (sur les DC immatures) dans la liaison avec les cellules apoptotiques'****,

- Le SR de classe E, ou LOX-1 (lectin-like oxidized LDL receptor-1), reconnait une grande
variété de ligands comme les OxLDL, les HDL modifiés, les plaquettes activées, les
bactéries, AGE (advanced glycation end products) et les cellules

agées/apoptotiques (par la reconnaissance de la PS)"*'%.

La redondance des ligands par ces différents SR suggere qu’un pathogéne peut étre pris en

charge par une multitude de récepteurs, permettant ainsi une meilleure reconnaissance et

élimination de ce dernier.

Les PRRs de signalisation : la reconnaissance par ces récepteurs permet la maturation

des DC (entre autres) et déclenche une voie de signalisation aboutissant a la sécrétion de

cytokines et a I'activation subséquente des lymphocytes T.

La famille des TLRs est une des mieux caractérisées parmi les PRRs et est responsable de
la détection de pathogénes extracellulaires ou intracellulaires. Ce sont des glycoprotéines
membranaires intégrales de type | caractérisées par leur domaine extracellulaire, contenant
un nombre variable de motifs riches en leucine (LRR pour leucine-rich-repeat), et leur
domaine intracellulaire de signalisation homologue a celui du récepteur de I'lL-1 : Toll/IL-1R
ou TIR. Dix TLRs ont été identifiés chez I’'Homme et douze chez la souris qui reconnaissent

des PAMPs différents selon la spécificité de leur domaine LRR'*?

. Les TLRs sont exprimés sur
de nombreuses cellules comme les macrophages, les DC, les lymphocytes B, et sur certaines
cellules non immunes (fibroblastes et cellules endothéliales). L’expression des TLRs peut étre
extra ou intracellulaire et est modulée rapidement en réponse a un pathogene, a une variété

de cytokines, ou encore a un stress environnant (Tableau 3)t,
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Peptidoglycane, lipoprotéines, LTA (bactéries);

TLR1et TLR2 Membrane plasmique VAR ————

TLR2 et TLR6 Membrane plasmique Lipoprotéines (bactéries)

TRL3 Endolysosome ARN double brin (virus)

TLRA e T LPS (bactériesr);:rr]z';érize“:\el::les;;)n RSV (virus);
TLR5 Membrane plasmique Flagelline (bactéries)

TLR7 (et TLR8) Endolysosome ARN simple brin (bactéries, virus)

TLR9 Endolysosome ADN CpG (bactéries, virus, protozoaires)
TLR10 Endolysosome Inconnu

TLR11 Membrane plasmique Molécule de type profiline (Protozoaires)

Tableau 3 : les TLRs et leurs ligands. Ce tableau représente les ligands principaux des TLRs connus.

LTA = acide lipotéichoique et RSV = virus respiratoire syncytial.

La famille des NLR constitue une famille de protéines solubles et cytoplasmiques qui
détectent les pathogenes intracellulaires. Ces protéines possedent trois domaines: un
domaine LRR permettant la reconnaissance des ligands, un domaine NOD, et un domaine de
signalisation CARD (caspase recruitment domains), PYRIN ou BIR (baculovirus inhibitor of
apoptosis protein repeat). Les NLR ayant un motif PYRIN ou BIR ne sont pas impliqués dans
la transcription de médiateurs inflammatoires, mais sont des composants de
I'inflammasome qui régule l'activation de la caspase 1 qui catalyse la production de
cytokines matures (IL-1p et IL-18). Les protéines NOD1 et NOD2 possédent un domaine
CARD a leur extrémité N-terminale et sont impliquées dans la transcription des génes codant
pour des cytokines proinflammatoires. NOD1 reconnait I'iE-DAP (acide y-D-glutamyl-meso-
diaminopimelique) et NOD2 reconnait le MDP (muramyl dipeptide), structures retrouvées

sur les peptidoglycanes des bactéries™>'%.

La famille des RLH est composée des protéines RIG-I, MDA5 (melanoma differentiation-
associated gene 5) et LGP2. Elles sont composées de deux CARD (a I'exception de LGP2) en
N-terminal, d’'un domaine central DEAD box helicase/ATPase et d’'un domaine régulateur en
C-terminal. Elles sont localisées dans le cytoplasme et reconnaissent I’ARN double brin. Elles
induisent ainsi I'activation des facteurs de transcription NF-kB et les membres de la famille
des IRF essentiels a la synthése d’IFN de type |. L'expression des RLH est fortement

augmentée en réponse a une stimulation par I'lFN de type | ou a une infection virale. LGP2
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est, quand a lui, un régulateur positif de la production d’IFN de type | en réponse a I’ARN

viral reconnu par RIG-I et MDA5'*12¢,

Les PRRs solubles : ces récepteurs permettent de faire le lien entre le ligand et la cellule

phagocytaire. lls seront décrits tres brievement.

Les collectines et les ficolines sont impliquées dans |'opsonisation de particules
étrangeres par la reconnaissance de certains glucides. Huit collectines ont été décrites, dont
les plus caractérisées sont le MBL (mannose-binding lectin), SP-A et SP-D (surfactant protein
A et D). Elles partagent quatre régions communes : un domaine N-terminal riche en cystéine,
une région de type collagene, un domaine en hélice a et un domaine en C-terminal de

reconnaissance des carbohydrates'?’

. Le MBL est également capable de se lier aux cellules
en apoptose tardive ou en nécrose (mais pas aux cellules en apoptose précoce, ni aux
cellules vivantes). Clg, molécule du complément, fait aussi partie de la famille des
collectines et se lie aussi aux cellules apoptotiques, par compétition avec le MBL, sur des
structures similaires’?®. Toutes ces collectines semblent se lier au complexe CRT/CD91
présent a la surface des macrophages activés. Peu d’études se sont focalisées sur les
ficolines. Il semble cependant qu’elles puissent se fixer sur les cellules en apoptose tardive et

nécrotiques'*.

La famille des pentraxines (PTX) est constituée de deux PTX courtes, la SAP (protéine
amyloide du sérum) et la CRP (protéine C réactive), et d’une PTX longue ou PTX3. Les PTX
courtes sont produites par le foie et peuvent reconnaitre le polysaccharide-C de certains
pathogenes, et PTX3 est produite par les macrophages, les DC et des cellules non immunes
(fibroblastes et cellules endothéliales) en réponse a des signaux inflammatoires (stimulation

des TLRs, production de cytokines proinflammatoires)'*

. Toutes ces molécules peuvent
également reconnaitre les cellules en apoptose tardive, mais alors que la CRP et la SAP
favorisent la capture par les cellules phagocytaires aprées liaison, la PTX3 semble au contraire
empécher cette capture. Finalement, ces opsonines peuvent activer le complément et

induire I'élimination des cellules apoptotiques via les récepteurs du complément™*.
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2.2 Mécanismes de capture et de transfert des antigenes par les

cellules dendritiques

Grace a l'expression des différents PRRs cités plus haut, les DC peuvent ingérer les
pathogenes et leurs antigénes correspondants grace a différents mécanismes d’endocytose
essentiellement. Cependant, les DC peuvent également récupérer du matériel antigénique
par d’autres moyens, comme par l'intermédiaire des jonctions gap, des exosomes, du

nibbling ou encore du cross-dressing, que nous allons voir dans cette partie.

2.2.1 L’endocytose

Les DC immatures ont une grande capacité a internaliser les antigenes. Selon qu’ils soient
sous forme particulaire ou soluble, les antigenes emprunteront différentes voies
d’endocytose. Il existe deux grandes catégories d’endocytose : la phagocytose (capture de
larges particules) et la pinocytose (capture de fluides et d’antigenes solubles). La
phagocytose est restreinte a certains types de cellules alors que la pinocytose existe dans
toutes les cellules et est basée sur quatre mécanismes différents: la macropinocytose,

I’endocytose dépendante de la clathrine (CME), I'endocytose dépendante des cavéoles, et
130

I’endocytose indépendante de la clathrine et des cavéoles™" (Figure 7).
Pinocytosis
Phagocytosis Macropinocytosis
(particle-dependent) (=1um)
O O Clathrin- Caveolin- Clathrin- and
@ mediated mediated caveolin-independent
endocytosis endocytosis endocytosis
(~120 nm) {~60 nm) (~90 nm)

® & O O

Figure 7 : les différents mécanismes d’endocytose des antigénes. Les antigenes de taille supérieure
a lum sont capturés par phagocytose. Les antigenes solubles peuvent étre capturés par
macropinocytose. L’internalisation des complexes récepteurs/ligands est réalisée par la formation de
vésicules de clathrine ou de cavéoline. Ces différents mécanismes empruntent la voie endocytaire ou
les antigenes sont d’abord conduits dans des endosomes précoces, puis tardifs et enfin dans des
lysosomes ou le pH s’acidifie de plus en plus afin de permettre la dégradation totale dans les

lysosomes. Adapté de Conner SD et Schmid SL, Nature Review 2003.
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La phagocytose : Elle est effectuée par les cellules phagocytaires comme les

macrophages, les monocytes, les neutrophiles et les DC. Certaines cellules « non-
professionnelles », comme les fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales peuvent

131 La phagocytose est le

avoir une activité phagocytaire mais dans une moindre mesure
mécanisme clé pour endocyter des grosses particules de plus de 1lum, et est donc
importante dans I’élimination des pathogenes, des débris cellulaires, et des cellules
apoptotiques. C'est un processus actif et tres régulé qui nécessite la présence de récepteurs
(PRRs d’endocytose ou méme solubles pour I'opsonisation) et d’'une cascade de signalisation
dépendante des GTPases de la famille Rho. Ces protéines permettent la réorganisation de
I'actine qui déforme la membrane plasmique pour émettre des pseudopodes et englober les
particules. Les vésicules d’endocytose formées par ce mécanisme sont nommées les

phagosomes® .

La macropinocytose : Elle représente un mécanisme de capture non spécifique

permettant aux DC d’internaliser de petites molécules. Tout comme la phagocytose, elle
induit une cascade de signalisation qui implique les GTPases de la famille Rho, qui permet un
remodelage de l'actine pour former des protrusions membranaires permettant la capture
d’'une grande quantité de phase fluide. Ces protrusions fusionnent ensuite avec la
membrane plasmique pour former des macropinosomes™°. Il existerait peu de contextes in
vivo ou les DC peuvent internaliser de la phase fluide. En effet, elles sont généralement au
sein de tissus dans lesquels le fluide extracellulaire est peu abondant. De plus, il y a peu
d’antigenes solubles car ils sont souvent associés a la membrane des pathogénes, a leur

paroi ou bien a des compartiments cytoplasmiques®.

L’endocytose dépendante de la clathrine (CME): Elle est constitutive dans toutes les

cellules de mammiferes et est responsable de la capture de nutriments essentiels comme le
cholestérol LDL via le récepteur du LDL, et le fer porté par la transferrine (Tfn) via le
récepteur a la Tfn. Ces protéines sont d’ailleurs des marqueurs usuels de cette
endocytose™®. La CME est généralement associée a un récepteur et implique la
concentration de ces derniers et de leurs ligands dans des puits recouverts de clathrine. La
formation de ces vésicules nécessite également l'intervention de protéines d’assemblage
(AP) telles que AP180 et AP2 qui permettent d’initier le manteau de clathrine. La dynamine
est une autre protéine nécessaire a la fission de la vésicule en formant un anneau au niveau
du col de la vésicule en bourgeonnement. La CME est également dépendante de I'actine qui

jouerait un role dans la motilité des vésicules une fois détachées™".
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L’endocytose dépendante des cavéoles: Les cavéoles s’apparentent a des radeaux

lipidiques, correspondant a des régions de la membrane plasmique riches en cholestérol et
en sphingolipides dans lesquelles sont concentrées diverses molécules de signalisation. La
forme et la structure des cavéoles sont attribuées a la présence de la cavéoline-1 (protéine
membranaire en forme d’épingle a cheveux). La cavéoline-1 est absolument requise pour la
genese des cavéoles (bien que d’autres isoformes puissent intervenir comme la cavéoline-2
ou la cavéoline-3). Dans certains cas, I'endocytose médiée par les cavéoles peut éviter la
fusion avec les lysosomes et peut ainsi étre utilisée par certains pathogénes pour éviter leur

destruction. Ce point reste a ce jour encore peu étudié™>*!,

L’endocytose indépendante de la clathrine et des cavéoles: Ce mécanisme

d’endocytose, encore peu étudié, a été mis en évidence par la possibilité pour certaines
particules d’entrer dans des cellules dépourvues de clathrine et de cavéoline-1. Dans ces
cellules, les vésicules formées semblent contenir différents chargements comme la phase
fluide, le virus SV40, les protéines liées a la GPI (glycosylphosphatidylinositol), I'lL-2 ou
encore des hormones de croissance. Il existe différents types d’endocytoses indépendantes
de la clathrine et de la cavéoline-1, mais elles semblent toutes dépendre du cholestérol et

nécessitent une composition lipidique spécifique™®.

2.2.2 Les jonctions gap

Les jonctions de type gap sont des canaux permettant de connecter les cytoplasmes de
deux cellules adjacentes. Un canal fonctionnel est formé par I'assemblage des connexons
(formés de six molécules dites « connexines ») des deux cellules voisines™** (Figure 8). Ces
canaux peuvent faire passer des petites molécules comme des ions, des métabolites, des

133 Chez les vertébrés, il existe

seconds messagers mais aussi des peptides jusqu’a 1,8 kDa
plus de 20 isoformes de connexines classées selon leur poids moléculaire qui varie de 25 a
62 kDa. Généralement, lorsque deux cellules entrent en contact, elles forment plusieurs
canaux qui sont regroupés au point d’attachement: c’est ce qu’on appelle la plaque de
jonction de type gap. Des interactions homotypiques sont formées lorsque les deux cellules
expriment les mémes connexons, et hétérotypiques lorsque des connexons différents sont

connectés’®.
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Connexin Connexon Intercellular
channel

Gap junction

2 .

Membrane 1

Membrane 2

channel

Figure 8 : Connexines, connexons, canaux intercellulaires et jonctions gap. Lorsque des monomeres
de connexine s’assemblent en hexameére, elles forment un canal que l'on appelle le connexon.
Lorsque deux cellules entrent en contact, elles peuvent former des canaux intercellulaires composés
de deux connexons, chacun appartenant a I'une des deux cellules. Lorsque ces canaux se regroupent
au point de contact, il y a alors formation d’une jonction gap. Les cytoplasmes des deux cellules sont
alors connectés et le passage de molécules de petite taille peut avoir lieu. Adapté de Goodenough
DA, Paul DL, Nature Reviews Molecular Cell Biology 2003.

Dans le systeme immunitaire, la principale connexine exprimée de fagon assez
ubiquitaire est la connexine 43 (ou Cx43) et beaucoup plus rarement la Cx40 (au niveau des
lymphocytes T et B), la Cx37 (macrophages et monocytes), la Cx32 (mastocytes) et la Cx30.3
(thymocytes). Les immunologistes ont commencé assez récemment a s’intéresser a ces
jonctions gap et plus particulierement a I'implication de la Cx43, puisqu’elle est présente
dans toutes les cellules immunes. Ainsi, les jonctions gap sont impliquées dans le transfert

de peptides antigéniques a partir de cellules vivantes ou apoptotiques aux DC**'%,
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Les membres du laboratoire de J. Neefjes ont utilisé des lignées de carcinome squameux
humaines (A431) dans lesquelles ils ont transfecté la Cx43 (puisque ces cellules tumorales ne
I’expriment pas normalement). lls ont ensuite micro injecté ces cellules avec du peptide
couplé a la fluorescéine et du dextran-TexasRed (de poids moléculaire plus élevé) et ainsi
montré que seul le peptide pouvait étre transféré aux cellules voisines, a condition que la
Cx43 soit présente. Finalement, ils ont infecté ces cellules avec le virus de la grippe et apres
culture avec des monocytes HLA-A2", ils ont montré que des lymphocytes T CD8" spécifiques
de I'épitope FluMs;.¢5 pouvaient étre activés, impliquant un transfert d’antigene entre la
cellule donneuse et I"APC par les jonctions gap, conduisant a une présentation croisée

efficace'®

. Il s’agit du premier papier montrant le réle des jonctions gap dans la présentation
croisée. Dans I'étude suivante, les mémes cellules A431/Cx43 ont été rendues apoptotiques.
Tant que ces cellules ne forment pas de corps apoptotiques et gardent leur intégrité
membranaire, elles peuvent transmettre des peptides clivés par les caspases via les jonctions
gap aux DC. Ces peptides peuvent emprunter la voie de présentation croisée qui permet

'activation de lymphocytes T CD8" spécifiques™>.

De plus, il a été montré dans un modele murin, que les DC sont capables de former des
jonctions gap entre elles apres stimulation par LPS et IFNy, et qu’elles régulent positivement
I’expression de molécules de maturation (CD40, CMH-II) et de costimulation (CD80, CD86).
Cependant, l'utilisation d’un peptide inhibant spécifiquement les jonctions gap, le GAP27,

diminue la maturation de ces DC*®

. Elgueta et a ont également montré un transfert de
colorant fluorescent (Lucifer Yellow) d’'une DC & un lymphocyte T CD4" adjacent. Ce transfert
semble sensible aux inhibiteurs des jonctions gap, comme I'oléamide ou le peptide 1848. De
plus lorsque ces inhibiteurs sont appliqués, I'activation des lymphocytes T diminue
drastiquement (diminution de la prolifération, de I'expression de CD69 et de la production

d’'IL-2)*’.

Différentes équipes ont démontré I'importance des jonctions gap dans I'immunité anti-
tumorale, essentiellement dans le mélanome. En effet, les travaux de Mendoza-Naranjo et al
ont montré que les DC stimulées avec du lysat de cellules de mélanome humain et du TNFa.
étaient capables de se transférer des antigenes tumoraux via leurs jonctions gap,
augmentant ainsi le niveau de présentation croisée de ces antigénes et la réponse T

138 En utilisant un clone de lymphocyte T cytotoxique (CTL), des

spécifique anti-mélanome
cellules tumorales autologues de mélanome, et des cellules endothéliales dérivées de la
méme tumeur dans une matrice tridimensionnelle de collagéne, le laboratoire de S. Chouaib
a montré que la lyse spécifique des cellules endothéliales par les CTL nécessite la formation

139

de jonctions gap entre les cellules tumorales et les cellules endothéliales™". Sans formation

de ces jonctions gap, le transfert d’antigénes ne peut se faire et les cellules endothéliales ne
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peuvent donc plus étre reconnues et lysées. Cette méme équipe a confirmé trés récemment,
en histologie sur des biopsies de mélanome, la formation de jonctions gap in vivo entre les
cellules tumorales et endothéliales et entre les lymphocytes T CD8" et les cellules cibles™*.
De plus, le laboratoire de M. Rescigno a montré que l'infection de cellules de mélanome
humain ou murin par la bactérie Salmonella induisait une augmentation d’expression de la
Cx43'. Ces cellules peuvent ainsi former des jonctions gap avec les DC adjacentes et leur
transférer des peptides antigéniques préprocessés. La réponse anti-tumorale dans ce
systéeme semble spécifique de la Cx43 puisque l'infection in vivo par la bactérie dans des

tumeurs dépourvues de Cx43, ne génere pas de réponse anti-tumorale.

Toutes ces études montrent I'importance des jonctions gap dans le transfert de peptides.
C’est donc un moyen que peuvent utiliser les DC pour acquérir des peptides antigéniques et

les présenter aux lymphocytes T.

2.2.3 Les exosomes

Les exosomes sont de petites vésicules membranaires (de 30 a 100 nm) qui sont
sécrétées a partir de compartiments multivésiculaires (MVB pour multivesicular bodies) par

la plupart des cellules vivantes**.

Les exosomes sont composés de protéines ubiquitaires et de protéines spécifiques de la
cellule qui les a sécrétés. On y retrouve des composants du cytosquelette (tubuline, actine,
cofiline, profiline), des protéines impliquées dans le trafic des vésicules intracellulaires
(annexines et protéines Rab) et des protéines impliquées dans la signalisation (comme les
protéines kinases ou les protéines G hétérotrimériques). Les exosomes contiennent
également des HSPs (heat shock proteins) comme les HSP70 et HSP90 qui sont impliqués
dans la présentation antigénique, des molécules du CMH de classe | et des tétraspanines
(comme CD81 ou CD82) qui interagissent avec de nombreux partenaires comme les
intégrines et les molécules du CMH. Les exosomes sont aussi composés de protéines
impliquées dans des fonctions spécifiques de la cellule dont ils sont issus. Ainsi, les exosomes
dérivés des APC sont riches en molécules du CMH de classe Il, ceux dérivés des lymphocytes
T contiennent des molécules du TCR et ceux dérivés des lymphocytes B contiennent des

molécules du BCR, etc'**.

Les exosomes peuvent aussi contenir des antigénes des cellules dont ils sont originaires.
Ces antigenes, une fois les exosomes capturés par les DC (ou autres APCs), peuvent étre

dégradés en peptides et associés aux molécules du CMH pour une éventuelle présentation
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aux lymphocytes T**. Par exemple, des exosomes sécrétés par des cellules infectées par des
pathogenes, comme des macrophages infectés par Mycobacterium tuberculosis ou
Mycobacterium bovis**, ou des cellules endothéliales infectées par cytomégalovirus**®,
contiennent des antigénes du pathogéne et permettent I'induction de réponses T CD4" et T
CD8" spécifiques. Les exosomes sécrétés par les cellules tumorales représentent aussi une
source d’antigénes tumoraux pour les DC. L’étude du laboratoire de L. Zitvogel a montré que
les exosomes produits par les cellules de mélanome contiennent des antigénes tumoraux
comme melan-A/MART1, que peuvent internaliser les DC pour une présentation aux

lymphocytes T (voir chapitre 3.3.1 p.64)™"’

. De plus, sécrétés par des cellules tumorales
stressées par un traitement a forte température*® ou transfectées avec un géne de cytokine
proinflammatoire’®, les exosomes dérivés des tumeurs peuvent induire une réponse anti-
tumorale efficace lorsqu’ils sont injectés dans la souris, et ils ont été testés dans des essais

cliniques.

Ces études montrent que les exosomes ont pour réle de 1) propager les antigénes ou les
complexes CMH-peptide dans le but d’augmenter le nombre de DC pouvant les présenter et
2) interagir directement avec des lymphocytes T mémoires. Bien sdr, leur effet sur la
réponse immunitaire dépend a la fois de I'état des DC qui les capturent et de leur

composition moléculaire™®.

2.2.4 La trogocytose et le nibbling

La trogocytose, nom donné par Etienne Joly et Denis Hudrisier, désigne initialement le
transfert de fragments de membrane plasmique d’une APC vers un lymphocyte T lors de la
formation d’une synapse immunologique’°. Des échanges de fragments membranaires ont
aussi été observés entre un lymphocyte T CD8" cytotoxique et sa cellule cible. Dans tous les
cas, ce mécanisme est actif et dépend de la signalisation déclenchée par le TCR®“™% ||
apparait trés rapidement aprés la formation du conjugué entre deux cellules vivantes et
n’est pas apparenté a de la phagocytose ou a de I'échange de corps apoptotiques. Par
exemple, lors d’une synapse entre une DC et un lymphocyte T, le fragment membranaire

153 Durant ce

reconnu et internalisé par le TCR est typiquement le complexe CMH-peptide
processus, les lymphocytes vont acquérir diverses molécules qui peuvent influencer

directement ou indirectement leur phénotype et leur fonction™°.

Le nibbling ou « grignotage » est un terme qui a été utilisé par le laboratoire de Barratt-
Boyes, pour le différencier de la trogocytose. En effet, dans leurs travaux utilisant des

cellules de primates non humaines, ils remarquent que les DC peuvent internaliser du
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matériel membranaire et cytoplasmique provenant d’une autre DC. Les DC immatures
semblent les plus efficaces pour ce processus et sont capables d’internaliser du matériel
membranaire et cytoplasmique de macrophages, de lymphocytes B et de lymphocytes T
activés. Ces auteurs décrivent ainsi un second mécanisme d’échange entre deux cellules
vivantes hématopoiétiques dont la conséquence est la présentation croisée (voir chapitre
3.3.1 p.64)""

2.2.5 Le cross-dressing

Le cross-dressing correspond au transfert direct du complexe CMH-peptide (processé par
la cellule) provenant de cellules apoptotiques'>®, de cellules tumorales'*®, ou bien de cellules
infectées™’ aux DC. La DC peut ensuite activer efficacement des lymphocytes T CD4* ou
CD8" naifs sans avoir a processer elle-méme I'antigéne et a le charger sur ses molécules du
CMH de classe Il ou de classe | respectivement. Le laboratoire de M.J. Bevan montre que le
cross-dressing aurait plutdt un réle prédominant dans I'activation de lymphocytes T CD8"

mémoire, aprés une infection virale (ici par le VSV, ou virus de la stomatite vésiculeuse)™’.

3 La présentation antigénique

Les DC ont des propriétés uniques de présentation de I'antigene. Il existe aujourd’hui
trois voies de présentation: les voies de présentation classiques: la présentation de
molécules associées aux molécules du CMH-Il ou du CMH-I et la présentation croisée. Ces

trois voies seront décrites dans cette partie.

3.1 Présentation des antigenes associés aux molécules du CMH

de classe Il

Cette présentation permet |'association de peptides antigéniques de taille treés variable

18 3ux molécules du CMH-II, et leur présentation aux

(entre 12 et 26 acides aminés)
lymphocytes T CD4". Ces peptides proviennent majoritairement d’antigénes exogénes

(présents sur les microorganismes commensaux, les pathogenes, ou encore les cellules
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mourantes) et sont présentés par la voie endo-lysosomale (ou canonique) principalement.
Cette voie nécessite 1) la génération de peptides dans des compartiments endo-lysosomaux,
contenant les molécules du CMH-II et 2) le chargement de ces peptides sur les molécules du
CMH-II et leur externalisation a la membrane plasmique (Figure 9 p.58). Il existe également

des voies alternatives pour la présentation de classe Il dont je ne parlerai pas.

3.1.1 Sources d’antigénes pour la présentation par les molécules du
CMH de classe Il

Généralement, les antigenes présentés par les molécules du CMH-II proviennent de
protéines exogenes internalisées par les APC. Cependant, a I'état basal (sans apport
d’antigenes exogenes), les études d’analyse en spectrométrie de masse des peptides chargés
sur les molécules du CMH-II ont révélé qu’il s’agissait essentiellement de peptides issus de

protéines d’origine endogene®®*1e%1et,

La plupart correspondent a des protéines
membranaires, des protéines intervenant dans la voie endocytaire, plus particulierement

des protéines reliées aux molécules du CMH.

En 2001, le laboratoire de A. Rudensky a montré qu’une grande proportion de protéines
cytosoliques pouvait s’associer au CMH-II (dans des lymphocytes B activés et des
macrophages). Par des expériences fonctionnelles ex vivo, ils ont montré que les DC de la
rate et du thymus pouvaient présenter ces peptides dérivés de protéines cytosoliques via

leurs molécules du CMH-11*%?

. De plus, tres récemment, I’équipe de Bozzacco et al a montré
également la présence de peptides provenant de protéines endogénes associés aux
molécules du CMH-II dans des DC murines de la rate fraichement isolées. Ces protéines
peuvent étre membranaires, cytosoliques, endo-lysosomales, nucléaires, et seulement 25%

de ces protéines semblent provenir de compartiments extracellulaires®.

Certaines études ont montré que les antigénes endogénes cytosoliques ou nucléaires
chargés sur les molécules du CMH-Il étaient générés par autophagie'®*'®. En effet,
I'induction de [I'autophagie par déprivation en facteurs de croissance augmente
considérablement le nombre de peptides antigéniques cytosoliques présentés sur les

molécules du CMH-11*%%,
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3.1.2 Génération des peptides se liant aux molécules du CMH de classe Il

L’assemblage des chaines a et 3 des molécules du CMH-II se fait dans le réticulum
endoplasmique (RE) a Iaide d’une molécule accessoire: la chaine invariante [i*°®.
L’association efficace de la chaine li avec les dimeres a et § des molécules du CMH-II permet
I’export de ces molécules du RE vers des compartiments endosomaux tardifs, les MIIC (MHC

167,168

class Il compartment) . La chaine invariante li contient une région CLIP (Class II-

associated li-derived peptide) au niveau du sillon peptidique bloquant ainsi la liaison d’autres

189 En effet, I'utilisation d’une souris déficiente pour la chaine Ii indique

peptides dans le RE
gu’il y a un nombre plus important d’antigénes endogenes présentés par les molécules du
CMH-I1, bien que ce processus ne soit pas trés efficace'’® puisque les molécules du CMH-II ne
sont pas stables en I'absence de la chaine Ii'"*. La partie intracytoplasmique de la chaine li
contient un motif dileucine qui permet de diriger les molécules du CMH-II vers les MIIC. Ces
motifs sont reconnus par des protéines adaptatrices AP1 (adaptateur du réseau trans-Golgi)
et AP2 (adaptateur de la membrane plasmique)'’?. Ainsi, la chaine Ii peut adresser les
molécules du CMH-II directement par I'appareil de Golgi (processus dominant dans les DC
matures) ou par endocytose a partir de la membrane plasmique (processus important dans

les DC immatures) vers les MIIC*®’.

Pour étre efficacement dégradées et permettre la génération de peptides antigéniques,
les protéines doivent étre dénaturées. La protéine endosomale GILT (gamma interferon
inducible lysosomal thiol reductase), active a faible pH, est capable de réduire les ponts
disulfures présents dans la plupart des protéines'’®. Elle est présente constitutivement dans
les APC et peut étre induite par I'IFNy dans d’autres cellules. Le pH acide et I'action de
chaperonnes peuvent aussi participer a la dénaturation des protéines avant leur complete

dégradation par les protéases résidentes’”.

Les compartiments MIIC ont un pH acide et contiennent de nombreuses protéases, dont

175

I’action dépend de I'acidification des MIIC™"". Elles sont capables de cliver les protéines en

oligopeptides de longueur adéquate pour le chargement sur les molécules du CMH-II. Une

premiere famille de protéases impliquées est la famille des cathepsines: protéases a

cystéine en majorité (sauf certaines qui sont des protéases 3 aspartate ou a sérine)'’®. |l

semble que les cathepsines S et L jouent un réle majeur dans la génération de peptides

Y77 En effet, I'utilisation de souris déficientes pour ces cathepsines montre une

176

antigéniques
diminution de la présentation antigénique de classe 1I""°. Une seconde protéase présente
dans les MIIC joue également un réle dans le processing des antigénes. Il s’agit de
I’asparagine endopeptidase (AEP), qui permet un clivage des protéines par leurs résidus

asparagine178.
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Ces enzymes sont régulées par le pH, lui méme régulé par la présence de cytokines pro-
ou anti-inflammatoires et des PAMPs. Lors de la maturation des DC, la pompe a proton V-
ATPase s’active et les lysosomes s’acidifient, ce qui permet une protéolyse plus intense et la

formation d’un plus grand nombre de complexes CMH-II/peptide’’.

3.1.3 Chargement des peptides sur les molécules du CMH de classe Il

Une fois que les complexes molécules du CMH-Il/chaine li ont atteint les MIIC, les
protéases telles que AEP et les cathepsines S et L se chargent du clivage de la chaine li de

facon a laisser uniquement le fragment CLIP au niveau du sillon peptidique'®.

La molécule HLA-DM (ou H2-M chez la souris) est un hétérodimere (HLA-DM A et B) de la
famille des molécules du CMH-II non classiques qui colocalise avec les molécules du CMH-II
dans les MIIC'®. Cette molécule est une chaperonne qui facilite I’échange du fragment CLIP
avec des peptides de plus haute affinité. En effet, en s’associant avec le complexe CMH-
[I/CLIP, la molécule HLA-DM catalyse la libération de CLIP laissant ainsi le sillon peptidique de
la molécule du CMH-II libre afin de permettre I'intégration d’un peptide antigénique®>*318*,
Cette chaperonne permet également de stabiliser les molécules du CMH-Il avec ou sans CLIP,
empéchant ainsi leur agrégation ou leur dégradation avant le chargement de peptides de
haute affinité. Elle a ainsi un réle d’éditeur en sélectionnant les peptides de bonne taille et

de bonne affinité, susceptibles de se lier aux molécules du CMH-11"%.

La molécule HLA-DO (ou H2-O chez la souris) appartient a la famille des molécules du
CMH-II non classiques, principalement retrouvée dans les lymphocytes B, et dans certains
sous types de DC. Elle servirait de co-chaperonne de HLA-DM en formant un complexe. Les
études sur la fonction de HLA-DO sont assez contradictoires mais suggérent qu’elle inhibe le
chargement de peptides sur les molécules du CMH-II, aussi bien chez I’'Homme que chez la
souris. Cette fonction pourrait aussi dépendre du pH : HLA-DO inhiberait I'activité de HLA-
DM dans les compartiments endocytaires précoces (ou le pH est supérieur a 5.5), alors
gu’elle permettrait le chargement efficace des peptides dans les compartiments tardifs et
lysosomaux (ou le pH est inférieur a 5). Récemment, une étude a montré que HLA-DO agit

comme un analogue de substrat et inhibe HLA-DM par un mécanisme de compétition®.

Apres chargement des peptides sur les molécules du CMH-II, ces complexes sont dirigés
vers la membrane plasmique. La libération des molécules contenues dans les MIIC est
controlée par différents facteurs tels que le cholestérol, le pH cytosolique, les protéines
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kinases et GTPases™"'. Le transport rapide des MIIC est régulé par des moteurs associés aux

microtubules : les dynéines pour un transport rétrograde et les kinésines pour un transport
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antérograde. Les DC possedent des propriétés uniques dans le transport des vésicules
provenant des MIIC puisqu’il peut étre régulé par des signaux de maturation. Par exemple, le
LPS déclenche la formation de tubules qui sont issus des MIIC, générant un réseau complexe

de vésicules mobiles et de tubules qui fusionnent avec la membrane plasmique®®’.

CD4* Teell

Exogenous
protein

Protease

\

endosome

Figure 9 : La présentation par les molécules du CMH-II. Les chaines a et 5 des molécules du CMH-I
s’assemblent dans le RE et forment un complexe avec la chaine invariante li. L’hétérotrimere CMH-
[I/1i est transporté par le Golgi vers les MIIC, soit directement, soit via la membrane plasmique. Les
protéines endocytées et la chaine li sont dégradées par les protéases des MIIC (AEP, cathepsine S et
L). Le fragment CLIP (class Il associated li peptide) reste au niveau du sillon peptidique des molécules
du CMH-II et son échange avec un peptide antigénique de haute affinité se fait a I'aide de la molécule
chaperonne HLA-DM (ou H2-M chez la souris). Les molécules du CMH-II sont alors transportées vers
la membrane plasmique pour présenter les antigénes peptidiques aux lymphocytes T CD4". Adapté

de Neefjes J, Jongsma ML, Paul P, Bakke O, Nature Reviews Immunology 2011.
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3.2 Présentation des antigenes associés aux molécules du CMH

de classe |

Cette présentation permet I'association de peptides antigéniques de taille restreinte a 8-
9 acides aminés™®’ aux molécules du CMH-I, et leur présentation aux lymphocytes T CD8".
Contrairement aux molécules du CMH-II, les molécules du CMH-I sont présentes sur toutes
les cellules nucléées de I'organisme et permettent de présenter des peptides endogénes de
différentes sources. Nous verrons dans ce chapitre 1) de quelles origines proviennent ces
antigénes, 2) comment ces antigenes sont dégradés en peptides et enfin 3) comment sont-ils

chargés sur les molécules du CMH-I (Figure 10 p.60).

3.2.1 Sources d’antigénes pour la présentation par les molécules du
CMH de classe |

Les protéines endogénes de la cellule constituent la premiere source d’antigénes décrite
pour la présentation par les molécules du CMH-I. Ceci permet la présentation constante des
constituants du soi mais aussi de révéler la présence de microorganismes intracellulaires ou
encore |'expression d’oncogenes. Les antigénes présentés sur les molécules du CMH-I
proviennent des protéines dégradées en fin de vie (on les appelles alors les protéines
« retraitées »), suite a leur renouvellement continuel (que I'on appelle le « turn-over »), ou
des produits défectueux de la synthése ribosomale ou DRiPs (defective ribosomal

products)’®’.

En 1996, I’équipe de J. Yewdell a émis I’"hypothése que de nombreux peptides endogenes
provenaient des DRiPs, définis comme des polypeptides issus d’un arrét précoce de la
synthése protéique ou mal repliés. Il faisait référence a des produits défectueux causés par
une erreur de traduction ou une erreur post-traductionnelle respectivement'®’. Aujourd’hui,
ces DRiPs sont aussi le résultat d’une erreur de transcription, d’'une mauvaise incorporation
d’acides aminés, d’'une délétion, ou encore d’erreurs post-traductionnelles comme un

167
|

mauvais repliement, un mauvais assemblage oligomérique ou un mauvais adressage S

188 ot sont immédiatement

correspondent a 30%, voire d’avantage des protéines de la cellule
dégradés apres ubiquitination, pour empécher la formation d’agrégats de protéines qui

pourraient affecter la viabilité de la cellule.

Les DRiPs permettraient d’expliquer, dans le contexte d’une infection virale, 1)

I’antigénicité de génes viraux tronqués ou mal ciblés et 2) la génération tres précoce (en une
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heure) de peptides a partir de protéines virales trés stables™’. Ils pourraient ainsi constituer
une source majoritaire de peptides antigéniques et permettraient d’expliquer Ia
présentation rapide de peptides directement synthétisés, évitant ainsi la présentation de
protéines « retraitées » dont le turn-over naturel peut prendre plusieurs heures.
L'immunosurveillance par les lymphocytes T CD8" serait alors plus rapide et donc plus

efficace.

2.0 Peptide-MHC class |

Plasma membrane P complex
i
Vesicular
@ ) £, MRNA . ® I transport
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) Ribosome complex
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@ epitope l translation reticulum
" ®-Ubiquitin _
Amino- Synthesis and assembly
peptidase(s) of MHC class | molecules
® Peptidases
)
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/ Proteasome Peptide ~J

Tapasin class| B.m
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Figure 10 : La présentation par les molécules du CMH-I. Les protéines endogénes « retraitées » et les
DRiPs sont pris en charge par des chaperonnes qui les ubiquitinent. Ces produits alors ubiquitinylés
sont reconnus par le protéasome (ou immunoprotéasome dans le cadre d’un stress cellulaire ou
d’une production d’IFNy) et dégradés en peptides. Dans le cytosol, ces peptides peuvent étre
dégradés par des aminopeptidases comme TPPII ou la nardilysine avant d’entrer dans le RE a I'aide
de TAP. Une fois dans le RE, ces peptides sont une derniére fois dégradés par ERAAP/ERAP1 qui
permet de fournir des peptides de bonne taille. Les peptides sont ensuite chargés sur les molécules
du CMH-I grace au PLC (peptide loading complex). Les peptides qui n’ont pas réussi a se lier aux
molécules du CMH-I sont éliminés via la voie ERAD pour un retour dans le cytosol (non représenté
sur cette figure). Une fois le complexe CMH-I/peptide formé, il se dirige vers la membrane plasmique

via I'appareil de Golgi. Adapté de Vyas JM et al, Nature Reviews Immunology 2008™°.
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3.2.2 Génération des peptides se liant aux molécules du CMH de classe |

Les peptides qui peuvent se lier aux molécules du CMH-I sont plus petits que ceux
s'associant aux molécules du CMH-II: leurs extrémités C-terminale et N-terminale
interagissent avec le sillon et sont donc importantes pour une bonne liaison. Les protéines
endogenes sont dégradées par le protéasome puis par d’autres aminopeptidases, dont nous

allons voir le réle'®.

Avant d’étre dégradées entierement en peptides capables de se lier sur les molécules du
CMH-I, les protéines cytosoliques (récemment synthétisées ou les DRiPs) s’associent a la
molécule chaperonne Hsp90a, puis sont ubiquitinylées par CHIP (Carboxylterminus of
Hsc70-interacting protein)™®%. Les protéines ubiquitinylées sont reconnues par le protéasome
puis dégradées et les fragments tronqués s’associent ensuite a une autre molécule
chaperonne TRIiC (TCP-1 ring complex)'®?, avant d’étre & nouveau recoupés par d’autres

peptidases'®.

Le protéasome 26S est composé d’une sous unité 20S et de deux sous-unités 19S. La sous
unité 20S correspond au cceur du complexe. Elle a une forme cylindrique et possede une
activité protéase. Les deux sous unités régulatrices 19S se lient a chaque extrémité du coeur

194

catalytique et lient les protéines ubiquitinylées™". Le protéasome se situe dans le noyau ou

dans le cytoplasme et génére des peptides avec une extrémité C-terminale adéquate pour

leur liaison aux molécules du CMH-I'®"*

. Le répertoire des peptides produits par le
protéasome varie selon les sous-unités qui le composent (variant selon les tissus) et
I'expression de cofacteurs modulateurs (en réponse a un environnement inflammatoire
notamment). Par exemple, les cellules du systéme immunitaire et particulierement les APC,
remplacent certaines sous unités du protéasome par les sous unités MECL-1, LAMP2 et
LAMP7, sous linfluence de I'IFNy: on le nomme alors I'immunoprotéasome™®. Il est
généralement considéré qu’il favorise la présentation d’antigénes sur les molécules du CMH-
| en générant des peptides immunogéniques. De plus, il est plus actif que le protéasome 26S
constitutif, ce qui lui permet de se charger de plus de substrats et donc générer plus de

%7 Finalement, en plus de ces propriétés catalytiques,

peptides pour les molécules du CMH-I
le protéasome serait capable d’induire un épissage des protéines : les peptides générés par
le protéasome possédent parfois des séquences ne se trouvant pas dans la séquence
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d’origine™". Le potentiel de génération de peptides se liant aux molécules du CMH-I est donc

tres large.

Apres digestion par le protéasome, les peptides sont digérés par des aminopeptidases

cytoplasmiques et du RE afin d’obtenir la taille adéquate. Il existe un nombre important
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d’aminopeptidases. Par exemple, TPPII (Tripeptidyl peptidase Il) et la nardilysine, peuvent

198199 | es peptides de plus petite taille (de 8

cliver des fragments peptidiques de longue taille
a 15 acides aminés) peuvent eux étre pris en charge par TOP (thimet oligopeptidase), et les
peptides encore plus petits sont pris en charge par différentes peptidases cytosoliques*®.
Ces peptidases semblent essentielles a la génération de peptides particuliers mais n’ont pas
un réle obligatoire dans la génération de I'ensemble des peptides se liant aux molécules du
CMH-I. En effet, les souris déficientes pour TPPIl ne présentent pas d’altération importante

de la présentation antigénique®™.

Lorsque les peptides rejoignent le RE, d’autres enzymes de dégradation interviennent. Il
s’agit de ERAAP (amino peptidase resident in the ER) chez la souris, et de ERAP1 et ERAP2

chez 'Homme?%%?%

. Elles achevent la dégradation peptidique car des acides aminés
résiduels en N-terminal empéchent leur association avec les molécules du CMH-I. Cette
derniere digestion permet finalement d’obtenir des peptides de 8-9 acides aminés, taille

adaptée pour leur liaison aux molécules du CMH-I.

3.2.3 Chargement des peptides sur les molécules du CMH de classe |

Une fois les peptides générés, ils doivent avoir acces aux molécules du CMH-I localisées
dans le RE. Ce transport peut avoir lieu grace au transporteur de peptides TAP (transporter
associated with antigen processing). TAP appartient a la famille de protéines de transport
appelée ABC (ATP-binding cassette transporter) et est un hétérodimere composé de deux
protéines : TAP1 et TAP2. Le transport des peptides est couplé a I’hydrolyse de I'ATP et

dépend de la taille des peptides et de leur séquence®****

. En plus de son activité de
transporteur, TAP agit aussi comme une plateforme pour le repliement des molécules du

CMH-I en se liant & sa chaperonne : la tapasine®®®.

Le complexe formé de TAP, de la tapasine, des molécules du CMH-I, de ERp57 et de la
calréticuline est nommé le PLC (peptide loading complex) (Figure 11). L'assemblage de ce
dernier et le chargement des peptides sur les molécules du CMH-I se fait de maniere
séquentielle. Tout d’abord, la calnexine et ERp57 favorisent le repliement correct de la
chaine lourde seule. Ensuite, la calréticuline et ERp57 prennent en charge la chaine lourde
associée a la chaine 32 microglobuline (32m). Finalement, la tapasine permet de rapprocher

les molécules du CMH-I & TAP pour favoriser le chargement peptidique®’

. Le PLC permet le
chargement efficace des peptides sur les molécules du CMH-I. Apres liaison d’un peptide de

bonne affinité, le complexe CMH-I/peptide est libéré de ses chaperonnes et dirigé vers les
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voies de sécrétion en transitant via I'appareil de Golgi pour y étre glycosylé et adressé a la

membrane.

Lorsque les peptides ne parviennent pas a se lier aux molécules du CMH-I, ils sont
éliminés par la voie ERAD et ont accés de nouveau au cytosol pour une destruction ou un
nouvel essai auprés de TAP pour leur translocation dans le RE ou ils pourront étre

reconsidérés pour leur liaison aux molécules du CMH-1'®".

ER LUMEN

CYTOSOL

Figure 11 : Assemblage et chargement des molécules du CMH-I. Le bon repliement de la chaine
lourde se fait grace a la calnexine et a ERp57. La chaine lourde s’associe ensuite avec la p2-
microglobuline (f2m) pour générer un hétérodimere vide et fortement instable. Celui-ci est ensuite
stabilisé par la liaison de la tapasine, de ERp57, de la calréticuline et de TAP formant alors le PLC,
attendant la liaison d’un peptide. TAP permet le transport de peptides cytosoliques dans le RE ou ils
sont de nouveaux dégradés par ERAAP (chez la souris) ou ERAP1 (chez 'homme). Lorsque des
peptides de haute affinité et de bonne taille sont générés, ils sont chargés sur les molécules du CMH-
| vide a I'aide du PLC. Le complexe CMH-I/peptide se dissocie alors du PLC et est adressé a la

membrane plasmique. Adapté de Wearsch PA, Cresswell P, Current Opinion in Cell Biology 2008.
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3.3 Présentation croisée des antigenes sur les molécules du CMH

de classe |

La présentation d’antigénes sur les molécules du CMH-I permet [l'activation des
lymphocytes T CD8". Puisque toutes les cellules nucléées de I'organisme possédent des
molécules du CMH-I, elles sont toutes capables de présenter des antigénes endogenes (du
soi, aprés infection ou transformation tumorale) et ainsi d’activer les lymphocytes T CDS8".
Ceci est vrai mais uniquement dans le cas ou les lymphocytes T CD8" ont déja été activés une
premiere fois par les DC. En effet, I'activation des lymphocytes T naifs nécessite la
présentation d’antigenes par les DC, phénomeéne appelé « priming ». Or, comment expliquer
le priming de lymphocytes T CD8" spécifiques de microorganismes qui n’infectent pas
directement les DC, ou d’antigenes provenant de cellules tumorales ? Ceci n’est possible que
parce que les DC sont capables de récupérer ces antigénes de facon exogéne et de les

présenter sur leurs molécules du CMH-I : ce phénomeéne s’appelle la présentation croisée.

La présentation croisée est donc essentielle a la présentation d’antigenes qui ne sont pas
synthétisés directement dans les DC et donc a I'établissement de réponses T CD8" anti-
infectieuses ou anti-tumorales. Elle est aussi importante dans I'induction de la tolérance : en
fonction de I'environnement, la présentation croisée peut induire une délétion clonale, une
inactivation fonctionnelle (anergie) ou bien la programmation d’un phénotype T

15,208,209

régulateur . Son étude est aujourd’hui primordiale pour la vaccination et pour

I'immunothérapie mettant en jeu une présentation par les DC.

La présentation croisée a été mise en évidence en 1976 par le laboratoire de Michael J.
Bevan. lls ont montré que lors de I'injection de splénocytes de souris homozygotes H-2° ou
H-2° a des souris H-2"*

réactifs du receveur était restreinte aux molécules du CMH-I du receveur. Ces lymphocytes T

ou d’haplotype différent, une proportion des lymphocytes T CD8"

CD8" avaient été activés par un peptide dérivant d’antigénes mineurs d’histocompatibilité du
donneur, acquis par les APC du receveur et présenté par les molécules du CMH-I de ce

dernier??®?1!,

3.3.1 Sources d’antigénes pour la présentation croisée

La recherche des sources d’antigenes induisant une présentation croisée efficace est
essentielle, notamment dans les protocoles d’'immunothérapie ciblant les DC afin d’induire

une réponse T CD8" optimale (chapitre 4 p.78). Des sources exogénes d’ADN et d’ARN sont
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parfois utilisées par les DC pour la présentation croisée, mais dans la majorité des cas, elles

internalisent des protéines sous différentes formes.

3.3.1.1 Les antigenes solubles

Les antigenes solubles correspondent a I'une des sources les plus utilisées pour réaliser
des expériences fonctionnelles de présentation croisée in vitro. Cependant, in vivo,
I'immunisation de souris avec des antigenes solubles sans chaperonnes ou sans adjuvant

212

induit une faible stimulation des CTL"™“. Ces antigenes solubles correspondent a des

protéines ou des peptides.

Le laboratoire de P.K. Srivastava a montré que les molécules chaperonnes HSPs isolées
de tumeurs étaient immunogéniques et stimulaient I'immunité anti-tumorale T CD8"
spécifique. Une plus grande caractérisation a finalement montré que le caractere
immunogénique provenait de petits peptides associés aux HSPs***?'*. Différentes HSPs
(comme HSP70 et HSP90), et gp96 ont été montrées comme étant capables de lier ces
peptides. Sans les HSPs, les peptides perdraient leur potentiel immunogéne®”®, indiquant

que ce complexe représente une source efficace pour la présentation croisée in vivo**%.

De plus, il a été montré que les récepteurs scavenger sont les principales molécules
reconnaissant les HSPs. LOX-1 a notamment été identifié comme 'un de ces récepteurs sur

les DC myéloides humaines et certaines APC murines”'®

. En effet, I'utilisation d’un anticorps
neutralisant dirigé contre LOX-1 empéche la fixation de HSP70 sur les DC et diminue la
présentation croisée. De plus, cibler LOX-1 in vivo par le couplage de 'OVA a un anti-LOX-1,
permet d’induire une réponse anti-tumorale (tumeur induite par injection de cellules EG7 en

sous cutané)*’®.

3.3.1.2 Les complexes immuns

Un complexe immun correspond a tout complexe formé d’un antigene et d’un anticorps.
Les complexes immuns se forment naturellement lorsque les anticorps produits par les
plasmocytes reconnaissent un épitope particulier sur I'antigéne cible. Les complexes immuns
peuvent étre entre autres reconnus par les cellules phagocytaires qui possédent a leur

surface des récepteurs des immunoglobulines (ou FcyR).
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D’abord considérés comme une source d’antigénes pour la présentation par les
molécules du CMH-II, il a été montré que l'internalisation des complexes immuns par les

FcyR sur les DC immatures conduisait a la présentation croisée de I'antigene associé’t”*8 p

e
plus, la transfection de cellules épithéliales (APC non professionnelles) avec un vecteur
codant pour le récepteur FcyRIla permet a ces cellules de réaliser la présentation croisée
d’un antigéne délivré sous forme de complexe immun®®. Une étude in vivo a également
confirmé la présentation croisée des complexes immuns par les DC CD8o' et CD8o
démontrant donc leur pertinence en tant que source d’antigenes efficace pour la

présentation croisée®”.

Il semble que les DC soient tres efficaces au transfert d’antigénes sous forme de
complexes immuns dans leur cytosol, alors que les macrophages contiennent ces complexes
dans des vésicules exprimant un niveau élevé de protéases et de cathepsine D, susceptibles

de dégrader les antigénes et ainsi empécher leur présentation aux lymphocytes T CD8"?%'.

3.3.1.3 Les antigénes particulaires

Les antigénes particulaires correspondent a différentes sources d’antigénes: ils
comprennent les antigenes complexés a des billes de petite taille (lum ou 3um étant les

plus utilisées pour des expériences in vitro et in vivo)**>**

, les antigénes associés aux
microorganismes tels que les levures ou les bactéries ainsi que les agrégats de protéines'.
lls sont capables, & I'inverse des antigénes solubles, d’induire de fortes réponses T CD8"

cytotoxiquesm.

Jinclus également dans cette catégorie les exosomes. Méme s’ils proviennent de cellules
vivantes, ils sont considérés comme une source a part entiére. Ceci dit, en vue de leur petite
taille et de leur efficacité a induire de bonnes réponses T CD8", j'estime qu’ils peuvent étre

considérés comme des antigenes particulaires.

Dans une premiere étude en 2001, le laboratoire de L. Zitvogel a montré que des
exosomes étaient sécrétés a partir de cellules tumorales vivantes de mélanome. Ces
exosomes mis en culture avec des DC pouvaient leur transférer des antigenes tumoraux, ce
qui permettaient ensuite aux DC d’induire une réponse T CD8" anti-tumorale in vivo contre
une tumeur établie, aprés présentation croisée des antigenes contenus dans ces
exosomes™’. Les DC sont également capables de sécréter des exosomes qui peuvent &tre

récupérés par d’autres DC pour induire une activation des lymphocytes T CD8". D’ailleurs, in
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vivo, les exosomes seuls ne peuvent induire I'activation de lymphocytes T CD8" spécifiques
du mélanome et sécréteurs d’IFNy, mais ont besoin d’un adjuvant, dans ce cas les DC

matureszzs.

3.3.1.4 Les antigenes cellulaires

En 2004, Lianjun Shen et Kenneth L. Rock ont réalisé une étude comparative afin
d’évaluer la source la plus efficace pour la présentation croisée?®. Ils ont utilisé des
fibroblastes transfectés avec différentes formes de I'ovalbumine : une forme cytosolique,
membranaire ou sécrétée. Bien que ces cellules génerent le méme nombre de peptides
SIINFEKL (peptide antigénique de I'OVA), leur capacité a induire de la présentation croisée
est différente. Cette capacité dépend du niveau de la protéine et/ou de sa localisation
cellulaire mais pas des produits peptidiques générés par dégradation (et associés aux HSP).
Ainsi, lorsque I'antigéne est sous forme cytosolique, seule la fraction cytosolique est capable
d’induire de la présentation croisée, et non la fraction membranaire, et inversement. Depuis,
les antigenes cellulaires sont considérés comme la source induisant la présentation croisée la
plus efficace. Ces antigenes cellulaires peuvent provenir aussi bien de cellules apoptotiques

gue de cellules vivantes, comme nous allons le voir.

Les cellules apoptotiques: Il est généralement admis que les cellules apoptotiques

constituent la principale source d’antigenes cellulaires. En effet, elles présentent a leur
surface des molécules « eat-me », comme la PS ou la calréticuline, permettant leur

reconnaissance par les DC (chapitre 2.1.1 p.29).

Une étude pionniere réalisée par M. Albert et al en 1998, a montré que les DC étaient
capables de capturer des cellules rendues apoptotiques (monocytes infectés par le virus de

la grippe) et de présenter les antigénes internalisés sur les molécules du CMH-1**". L

a
phagocytose des cellules apoptotiques serait restreinte aux DC immatures et impliquerait Ia
présence de I'intégrine ayfs et du SR CD36 sur ces derniéres™*?. Dans la majorité des cas, les
cellules apoptotiques sont rapidement internalisées et ne perdent pas leur intégrité
membranaire. Cette observation suggérait que les DC pouvaient phagocyter des cellules
apoptotiques entiéres, ayant ainsi accés au répertoire antigénique entier de la cellule??®.
Cependant, M. Albert a ensuite montré in vitro et in vivo que les cellules apoptotiques
fournissaient des antigénes pré-dégradés (supposés étre protégés par des chaperonnes HSP)

aux DC. Ce processus serait dominant en condition de stress (comme une infection virale) et
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permettrait aux cellules apoptotiques de présélectionner les antigenes immunogéniques

importants pour induire une présentation croisée efficace®”.

La présentation croisée a partir de cellules apoptotiques implique souvent I'induction de
la tolérance, phénomene alors appelé la « cross-tolérance ». Les DC capturent des antigénes
a partir de différents tissus de I'organisme, les présentent aux lymphocytes T CD8", induisant
dans un premier temps leur prolifération puis leur élimination”*°. Les DC CD8a* seraient
responsables de ce phénomene?!. En effet, I'injection de cellules apoptotiques conduit a

232 233 ’induction d’une bonne

leur capture par ces DC™ et a une réponse de type tolérogene
réponse T CD8" immunogéne nécessite l'aide des lymphocytes T CD4" auxiliaires,
phénomeéne couramment appelé « help ». Ainsi, 'induction de la « cross-tolérance » par les
cellules apoptotiques pourrait s’expliquer par le fait que les DC ayant capturé des cellules
apoptotiques présentent les antigénes uniquement aux lymphocytes T CD8", sans le support
du « help ». La nécrose, quand a elle, permettrait la présentation des antigénes a la fois aux

lymphocytes T CD4" et CD8", ce qui rendrait la réponse immunogéne®**.

Contrairement a la nécrose, I'apoptose a souvent été considérée comme un événement
sans conséguence vis-a-vis du systeme immunitaire, car elle n’aurait pour but que la
dégradation d’une cellule par un phagocyte®®. En réalité, I'établissement d’une réponse
déclenchée par une cellule apoptotique et la nature de cette réponse, tolérogéne ou
immunogene, va dépendre du type d’apoptose. En effet, la plupart des apoptoses induites
en l'absence de signaux de danger, d’inflammation ou d’infection, aboutissent a des
réponses de type tolérogene. Cependant, lorsque les cellules sont rendues apoptotiques par
un traitement avec des anthracyclines (par exemple), elles expriment a leur surface la
calréticuline, ce qui les rend immunogenes. Au contraire, le traitement de ces cellules avec la
mitomycine C ou |'étoposide, n’induisent pas d’expression de la calréticuline, les rendant
tolérogénes’®. De plus, certaines apoptoses induisent le relargage de DAMPs (ATP, acide
urique, HMGB1) (chapitre 2.1.2 p.38) comme le font les cellules nécrotiques, aprés une
inflammation ou une infection, ou lorsque les cellules commencent a perdre leur intégrité

membranaire lors d’un défaut de clearance.

Par ailleurs, certaines bactéries peuvent rendre les cellules apoptotiques immunogenes.
C’est le cas de Mycobacterium tuberculosis qui survit dans le phagosome des macrophages,
inhibant la maturation de ce dernier au stade phagolysosome. Cette bactérie ne pouvant
lyser la membrane du phagosome, elle ne peut atteindre le cytoplasme pour rejoindre la
voie de présentation par les molécules du CMH-I. Cependant, elle induit I'apoptose de ces

macrophages qui vont ensuite former des corps apoptotiques contenant des antigénes de la
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bactérie, qui peuvent ensuite étre capturés par des DC capables de réaliser la présentation

croisée d’antigénes de la bactérie®®>.
Le type d’apoptose induit, I’environnement ou a lieu I'apoptose et le type de cellules qui

prennent en charge les cellules apoptotiques jouent tous un role dans le type de réponses

tolérogenes (« cross tolérance ») ou immunogeénes (« cross priming ») induites.

Les cellules vivantes : Bien que les cellules apoptotiques soient une excellente source

d’antigenes pour la présentation croisée, quelques équipes ont montré depuis ces dix
dernieres années, que les cellules vivantes peuvent aussi étre une source efficace pour la

présentation croisée par les DC.

Une premiere étude réalisée par I'équipe de S.M. Barrat-Boyes en 2001, a montré que
des DC immatures, issues de monocytes de primate, pouvaient capturer du matériel
membranaire et intracellulaire provenant de cellules vivantes in vitro. Les DC, et non les
macrophages, étaient ainsi capables d’internaliser différents types de cellules
hématopoiétiqgues comme des DC (immatures et matures), des macrophages, des
lymphocytes B et des lymphocytes T activés. Aprés capture par les DC, les cellules donneuses
d’antigenes restaient vivantes et pouvaient toujours interagir avec d’autres cellules. Les
auteurs de cette étude ont finalement montré que les DC pouvaient récupérer un antigéne
du mélanome (gp100) endogeéne et exprimé par des DC vivantes, et que celui-ci pouvait

154

efficacement activer des lymphocytes T CD8" spécifiques par présentation croisée™". Ils

dénomment ce mécanisme de transfert « nibbling » et démontrent qu’il dépend des

récepteurs scavenger de type A*°.

Dans un modeéle d’antigenes du VIH (Virus de I'Immunodéficience Humaine), notre
laboratoire a montré en 2004 que les DC humaines sont capables de capturer des antigénes
a partir de lymphocytes T CD4" infectés vivants et que la présentation croisée était aussi
efficace que celle obtenue & partir d’antigénes provenant de lymphocytes T CD4" infectés
apoptotiques®’. La pertinence physiologique de cette étude a été validée quelques années

238 Nous avons ainsi

plus tard par notre laboratoire dans un modéle murin in vitro et in vivo
pu montrer que des DC dérivant de moelle osseuse de souris capturaient des quantités
comparables de matériel cellulaire (membranaire et cytosolique) a partir de fibroblastes
vivants ou apoptotiques. La viabilité cellulaire a été scrupuleusement vérifiée tout au long
des expériences, a I'aide de substrats d’enzyme fluorescents, ce qui a permis d’exclure que
des cellules apoptotiques contaminantes soient responsables du phénomeéne observé. De

plus, nous avons montré que cette capture avait bien lieu également in vivo, puisqu’apres
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injection intra-veineuse de cellules vivantes marquées, nous étions capables de retrouver
leur marqueur dans les DC endogénes spléniques. Aussi, des expériences de microscopie en
temps réel sur coupe de rate ont permis d’observer ce transfert in vivo. Cette capture
permet l'induction d’une réponse fonctionnelle in vitro et in vivo, et ceci méme en 'absence
de DC endogenes fonctionnelles. Finalement, aprés un challenge tumoral par des cellules
B16, la présentation croisée de cellules tumorales vivantes de mélanome B16 par les DC
permet une protection plus efficace que lorsque les DC capturaient des cellules tumorales

apoptotiques.

Dans une équipe chez 'Homme®®, il a été montré qu’en utilisant deux types de pDC (des
cellules primaires et une lignée de pDC) a I’état immature, elles ne sont pas capables de
capturer des lymphocytes morts (par apoptose ou nécrose), opsonisés ou vivants. Seul
I'infection de ces cellules par le virus de la grippe inactivé permet la reconnaissance et la
présentation croisée d’antigénes viraux par les pDC aux lymphocytes T CD8'. Ces
lymphocytes B infectés, non apoptotiques, expriment a leur surface I'hémagglutinine du
virus de la grippe, ce qui permet leur reconnaissance par ces pDC. Cette étude indique que
dans un cas de stress cellulaire (représenté par l'infection virale), des cellules alors non
capturées peuvent devenir donneuses d’antigénes en exprimant des molécules particulieres

a leur surface (ici I'hémagglutinine).

Ces expériences in vitro et in vivo supportent bien I'idée que les cellules vivantes sont
une source efficace pour la présentation croisée par les DC et devraient étre également
prises en compte pour I'induction d’une tolérance ou d’'une immunogénicité contre le soi, les

tumeurs, les greffes ou encore les pathogeénes.

3.3.2 Les voies impliquées dans la présentation croisée

Il existe principalement 2 voies de présentation croisée: la voie cytosolique, dans
laquelle la dégradation des antigenes en peptides a lieu dans le cytosol; et la voie
vacuolaire, dans laquelle les antigenes sont dégradés au sein d’endosomes. Ces voies sont

représentées dans la Figure 12 p.72.
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3.3.2.1 La voie cytosolique

Cette voie de présentation est sensible aux inhibiteurs du protéasome®*, suggérant que
les antigenes exogenes internalisés par endocytose doivent gagner le cytosol pour y étre
dégradés par le protéasome. Les peptides ainsi générés peuvent rejoindre la voie classique
de présentation par les molécules du CMH-I, ce qui implique le transport des peptides dans
le RE par les molécules TAP1 et TAP2 pour leur chargement sur les molécules du CMH-I
nouvellement formées. Cependant, il n’y a pas a I’heure actuelle de preuve directe que le
chargement des peptides sur les molécules du CMH-I ait lieu dans le RE™. Le recrutement de
TAP et du complexe de chargement peptidique (PLC) au niveau des phagosomes et
endosomes suggere que ce chargement pourrait aussi avoir lieu dans des compartiments

241,242,243 | 3 également été montré que la peptidase associée au RE (ERAP1)**

245

endocytaires
et que I'aminopeptidase endosomale IRAP (insulin-regulated aminopeptidase) sont

impliquées dans la présentation croisée d’antigenes exogéenes.

La présence dans les phagosomes et les endosomes de protéines qui sont normalement
localisées dans le RE a été rapportée par plusieurs groupes, en utilisant des méthodes
biochimiques, de la microscopie optique et électronique et des approches fonctionnelles.
Récemment, Cebrian et al ont identifié la molécule Sec22b comme acteur clé dans la
machinerie impliquée dans les interactions RE-phagosome®*®. En effet, ils ont montré que
Sec22b, une SNARE (soluble NSF attachment protein receptor, famille de protéines
impliquées dans la fusion de vésicules) résidente du RE (plus particulierement dans les
compartiments intermédiaire RE-Golgi, soit ERGIC), était nécessaire au recrutement de
protéines du RE vers les phagosomes via son interaction avec la syntaxine 4. L’extinction de
I'expression de Sec22b diminue la présentation croisée mais pas la présentation classique
par les molécules du CMH-I et CMH-IIl. Les DC déficientes pour Sec22b exhibent une
inhibition du transfert des antigenes du phagosome vers le cytosol et ces derniers sont
dégradés plus rapidement dans les phagosomes. Ce résultat explique en partie comment des

protéines du RE sont recrutées au niveau des phagosomes.

Dans cette voie de présentation croisée, les antigénes doivent étre exportés des
compartiments endocytaires vers le cytosol. Plusieurs études, dont une étude récente de
I’équipe de Lin et al qui utilise 'apoptose induite par le cytochrome ¢ comme cadre de
lecture®”’, ont validé ce transfert. En effet, aprés I'internalisation du cytochrome ¢ exogéne
par les DC, seules les DC capables de faire de la présentation croisée peuvent transférer le
cytochrome ¢ dans le cytosol, induisant ainsi I'apoptose de ces dernieres. Les mécanismes
moléculaires impliqués dans I'export des antigénes du phagosome vers le cytosol sont assez

peu compris. Il est généralement admis que la machinerie de rétrotranslocation des
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protéines mal formées du RE vers le cytosol (la machinerie ERAD), pourrait étre utilisée pour
I'export des antigénes dans le cytosol, apres recrutement de composants du RE dans les
compartiments endocytaires®®. Finalement, une étude récente a montré que des souris
déficientes pour HSP90, molécule chaperonne s’associant au complexe ERAD du coté
cytosolique du RE, présentaient une diminution de I'export des antigénes internalisés dans le
cytosol. De plus, ils ont montré que I'apoptose des DC CD8o." aprés la phagocytose du

cytochrome c était diminuée dans les souris déficientes pour HSP90**.

Bien que les mécanismes moléculaires impliqués dans la translocation des antigénes vers
le cytosol restent encore peu compris, il est admis que les DC possédent une voie
endocytaire spécifique leur permettant de limiter la dégradation des antigénes et de
recruter des composants du RE nécessaires a la redirection des protéines vers la voie

classique de présentation par les molécules du CMH-I.

3.3.2.1 La voie vacuolaire

Cette voie de présentation est résistante aux inhibiteurs du protéasome, généralement
indépendante de TAP, et sensible aux inhibiteurs des protéases lysosomales,

2 Ceci suggeére que les antigénes

particulierement aux inhibiteurs de la cathepsine S
exogeénes sont apprétés entierement dans les compartiments endocytaires, sans transiter
dans le cytosol®. Les peptides générés sont dégradés par I'aminopeptidase IRAP puis
chargés directement sur les molécules du CMH-I recyclées, qui sont alors réexportées a la

membrane plasmique.
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Figure 12 : les voies impliquées dans la présentation croisée. Aprés phagocytose, les antigenes
exogeénes peuvent étre transportés dans le cytosol, ou ils sont apprétés par le protéasome. Les
antigénes ainsi apprétés peuvent ensuite étre chargés sur les molécules du CMH-I dans le RE (voie
cytosolique avec chargement dans le RE), ou réimportés dans le phagosome pour étre chargés sur les
molécules du CMH-I (voie cytosolique avec chargement dans le phagosome). La protéine SNARE
Sec22b, qui est localisée dans le compartiment intermédiaire RE-Golgi (ERGIC) et interagit avec la
syntaxine 4 sur le phagosome, permet le recrutement de différents composants du RE, dont TAP, au
niveau du phagosome. De facon alternative, les antigénes exogénes peuvent étre dégradés en
peptides dans le phagosome, sans sortir dans le cytosol, ou ils sont chargés sur les molécules du

CMH-I (voie vacuolaire). Adapté de Joffre OP, Segura E et al, Nature Reviews Immunology 2012.
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3.3.3 Les cellules capables de faire la présentation croisée

Parmi les APC capables de faire de la présentation croisée, les DC sont les plus efficaces
in vivo. En effet, en utilisant des souris transgéniques DTR (souris dont le récepteur a la
toxine diphtérique est couplé au promoteur CD11c), Jung et al ont montré que I'ablation
spécifique des DC empéchait I'activation des lymphocytes T CD8" spécifiques d’antigénes
cellulaires exogeénes. De plus cette déplétion empéchait également I'activation de
lymphocytes cytotoxiques contre la bactérie intracellulaire Listeria monocytogenes et le
parasite plasmodium yoelii**>. Nous verrons dans cette partie quels sous types de DC, et

autres types cellulaires, sont capables de faire de la présentation croisée.

3.3.3.1 Les cellules dendritiques résidentes CD8a."

Parmi les DC résidentes des organes lymphoides, en condition basale, les DC CD8a’
semblent bien plus efficaces pour effectuer la présentation croisée d’antigénes solubles et

35,250,251

cellulaires in vivo Elles capturent également plus facilement les cellules

apoptotiques, source majeure pour la présentation croisée?*»%>2

. Les antigénes associés aux
cellules apoptotiques sont d’ailleurs efficacement apprétés et présentés aux molécules du

CMH-I.

L’expression spécifique de récepteurs impliqués dans la capture de cellules apoptotiques,
tels que le CD36 et Clec9A, par les DC CD8a." permet d’expliquer en partie leur meilleure
capacité a réaliser la présentation croisée d’antigene provenant de cellules mortes.
Cependant, bien que le SR CD36 puisse étre impliqué, il ne semble pas nécessaire a la

présentation croisée de cellules apoptotiques par ces DC*>****

. Au contraire, la lectine
Clec9A, spécifiquement exprimée sur les DC CD8a.*, semble indispensable a la présentation
croisée des cellules mortes in vitro et in vivo''’. Etonnamment, le blocage de ce récepteur ou
I"utilisation de souris déficientes pour ce dernier n’affecte pas la capture de cellules mortes,
mais inhibe fortement la présentation croisée. Son action dépend de I'activation d’une voie
de signalisation dépendante de la tyrosine kinase Syk. Trés récemment, il a été montré que
Clec9A se lie a I'actine polymérisée exprimée a la surface des cellules mortes lorsqu’elles
perdent leur intégrité membranaire (donc lors d’une apoptose secondaire ou lors de la

nécrose)'®1%°,

La présentation croisée semble étre une spécialité des DC CD8a’ in vivo, puisque

I'invalidation de Batf3, facteur de transcription impliqué dans le développement de ces DC, a
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pour conséquence une forte diminution des réponses T CD8' anti-virales et anti-
tumorales®. Cependant, des études récentes suggérent que les DC CD8c" ne sont pas
toutes capables de faire de la présentation croisée in vivo. En effet, I'élimination sélective
des cellules capables de faire de la présentation croisée par injection de cytochrome c,

+247

n’élimine que la moitié des DC CD8a*"’. Dans une autre étude, seules les DC CD8a’

exprimant le marqueur CD103, et localisées au niveau de la zone marginale, semblent

256 Ces

capables de capturer des cellules apoptotiques et réaliser la présentation croisée
données suggerent qu’il peut y avoir une différence de développement au sein des DC
CD8a." ou des différences au niveau de I'accessibilité des antigénes®’. Il serait ainsi
intéressant d’éprouver I'idée qu’il puisse y avoir deux sous types de DC CD8o.' avec des

propriétés différentes, et d’en étudier leurs caractéristiques.

La différence d’efficacité a réaliser la présentation croisée entre les DC CD8a." et CD8o
ne s’explique pas par leur capacité a capturer de l'antigéne puisque les deux types
présentent des niveaux similaires d’endocytose de billes de latex, de microorganismes ou de
protéines solubles. En effet, Schnorrer et al ont montré que parmi les DC sélectionnées apres
avoir internalisé la méme quantité de billes recouvertes d’ovalbumine, les DC CD8o*
présentaient mieux cet antigéne®®. Ces expériences indiquent également que bien que les
deux types de DC peuvent présenter I'antigéne aux molécules du CMH-II, les DC CD8o.*
semblaient moins efficaces, peut-étre en raison d’'un détournement de I'antigéne au profit
de la présentation croisée dans ces derniéeres. Ceci implique que lorsque les DC résidentes
des tissus lymphoides apprétent des antigénes exogénes, les DC CD8a." sont meilleures dans
I"activation des lymphocytes T CD8" et les DC CD8a: plus efficaces a activer les lymphocytes T

CD4" : situation observée in vivo®.

Les DC CD8o' auraient ainsi développé des capacités intrinséques favorisant la
présentation croisée. La plus importante d’entre elles sera discutée dans la partie 3.3.3.4
p.77.

3.3.3.2 Les cellules dendritiques migratoires CD103"

Les souris déficientes pour Batf3, montrent en plus du défaut en DC CD8a.’, un défaut

dans le développement des DC migratoires CD103" langerine***®

. Ces deux sous types de DC
ont un grand nombre de caractéristiques phénotypiques en commun, qui ne sont pas
retrouvées dans les autres DC : expression de CD24, de DEC205, de la langerine et un faible

niveau d’expression du CD11b. De plus, certaines DC CD8ct* expriment aussi le CD103*’.
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La rareté de ces cellules dans les ganglions rend I'étude de ces cellules difficile, mais il
semble qu’elles partagent des caractéristiques fonctionnelles communes avec les DC CD8a.".
Ceci expliquerait pourquoi les DC migratoires CD103" sont également trés efficaces dans la
présentation croisée d’antigénes™. Peu d’études ont évalué leur capacité a faire de la
présentation croisée et ces derniéres se sont focalisées sur les DC migratoires de la peau et
du poumon. Ces cellules sont en effet capables de capturer des antigenes solubles et

29,259,260

cellulaires et de les présenter sur les molécules du CMH-I . Elles sont également, avec

les DC CD8a, les principales DC qui présentent des antigénes viraux aux lymphocytes T CD8"

apres une infection virale dans la peau ou les poumonszg'261

. Aussi, une étude récente a
montré que les DC migratoires CD103" des poumons capturent les antigénes associés aux

cellules apoptotiques aux lymphocytes T CD8", en conditions basale et inflammatoire?®.

3.3.3.3 Les autres cellules réalisant la présentation croisée

Bien que les DC résidentes CD8a." et migratoires CD103" soient les meilleures en terme

de présentation croisée, d’autres cellules en sont capables, dans certaines conditions.

Le rble des pDC dans la présentation croisée est a I'heure actuelle assez controversé. En
effet, une étude chez la souris a montré que les pDC pouvaient réaliser de la présentation
croisée a partir d’antigenes solubles ou associés a des billes apres stimulation par des ligands
de TLR7 ou TLR9 in vitro et in vivo*®3. Chez ’'Homme, trois études, dont une réalisée par
notre laboratoire, ont montré que la capture de polipeptides, d’antigenes cellulaires, ou de

particules virales par des pDC permet leur présentation croisée”**2642%

. De plus, cette
présentation est augmentée lorsque les pDC sont activées par le virus de la grippe®®.
Cependant, différentes études ont montrées que les pDC n’étaient pas capables de faire de

la présentation croisée, dans différents modéles murins in vivo®®"26%2¢7:268

. Il est aujourd’hui
difficile d’expliquer ces différences entre les études humaines et murines. Les pDC ont peut-
étre besoin de capturer les antigenes via un ou plusieurs récepteur(s) qui leurs
permettraient de faire la présentation croisée, ou bien peut-étre doivent-elles étre stimulées
par des facteurs spécifiques ? De futures investigations permettront peut-étre de répondre a

cette question44.

Plusieurs études réalisées a partir de différents modeles, ont également montré que les
DC inflammatoires étaient capables d’effectuer la présentation croisée ex vivo et in vivo. Ces
DC recrutées sur des sites inflammatoires auraient ainsi la capacité de capturer des

antigenes solubles et des particules virales pour activer les lymphocytes T CDg*%9270271 pg
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plus, une partie importante des travaux réalisés in vitro chez la souris pour étudier la
présentation croisée utilisent des BMDC (DC générées in vitro a partir de moelle osseuse et

de GM-CSF) qui peuvent étre considérées comme un équivalent des DC inflammatoires.

Une étude récente dans laquelle des tumeurs rendues apoptotiques ont été injectées
dans le flanc d’une souris, suggére que les macrophages CD11c'CD169" des ganglions sont
les cellules présentant majoritairement les antigenes associés aux cellules tumorales. De
plus, la déplétion des cellules CD169" altére la réjection de la tumeur aprés vaccination avec

2”2 Etant donné que les DC CD8a* expriment également le

des cellules tumorales mortes
CD169, il est difficile de conclure que se sont les macrophages et non les DC CD8a." qui sont

responsables de la présentation croisée dans cette étude.

La capacité des polynucléaires neutrophiles a effectuer la présentation croisée a

273 Les auteurs montrent que les neutrophiles murins et humains

également été démontrée
sont capables de réaliser de la présentation croisée a partir d’antigénes exogénes in vitro.
Cette présentation croisée semble étre dépendante de TAP et du protéasome. De plus,
I'injection de lymphocytes T CD8" spécifiques du peptide SIINFEKL de I'ovalbumine (cellules
OT-I) et de neutrophiles chargés d’OVA dans des souris déficientes pour la [32-
microglobuline, induit la différenciation des lymphocytes OT-I en cellules effectrices,
sécrétrices d’IFNy. Ces expériences impliquent pour la premiere fois les neutrophiles comme
cellules capables de faire de la présentation croisée, méme si cette capacité est moins élevée

que chez les DC.

3.3.3.4 Caractéristique intrinséque pour la présentation croisée

Les cellules qui sont capables de faire de la présentation croisée semblent avoir des
propriétés intrinseques particulieres, puisqu’elles capturent les antigenes de la méme
maniére. Ceci est en tout cas valable pour les DC CD8a." et les DC CD103" qui peuvent faire
de la présentation croisée en condition basale. Ces propriétés sont surtout étudiées pour les
DC CD8a." et beaucoup moins pour les DC CD103" du fait de leur rareté. Je ne développerai
ici qu’une des caractéristiques clé pour qu’une cellule puisse effectuer de la présentation

croisée.
Pour éviter une dégradation trop rapide des antigénes qui empécherait leur présentation

par les molécules du CMH-I, les DC CD8c.* sont capables de diminuer 'activité protéolytique

des endosomes/phagosomes. Cette diminution est due a un niveau d’expression faible des
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protéases lysosomales et a une réduction de leur activité. Cette réduction d’activité est la
conséquence du maintien d’un pH alcalin (environ pH 7,5), qui résulte a la fois d’une faible
activité de la V ATPase (car elle ne s’assemble plus correctement) et d’'une augmentation de
I'activité de 'oxydase NADPH 2 (NOX2) dans les compartiments endocytaires®’**”>. Cette
action de NOX2 est due a son recrutement par la GTPase Rac2 au niveau des
endosomes/phagosomes, qui aboutit a la production de ROS. A I'inverse, dans les DC CD8a,
Racl dirige I'assemblage de NOX2 a la membrane plasmique, limitant ainsi la production de
ROS dans les endosomes et les phagosomes, expliquant I'acidité plus importante de leurs

compartimentsm.

Finalement, les DC CD8a." et les DC CD103" en condition basale sont probablement les
plus aptes a faire de la présentation croisée, mais il semble maintenant clair que lors d’une
infection, d’un stress ou d’une situation inflammatoire, d’autres cellules puissent développer
des capacités de présentation croisée, que ce soient des APC professionnelles ou non. Ce
phénomeéne serait dans l'intérét de I'organisme afin qu’il puisse lutter efficacement et

rapidement contre les pathogénes et les tumeurs.

4 L'utilisation des cellules dendritiques en immunothérapie

anti-tumorale

Tout d’abord, avant de parler de I'immunothérapie anti-tumorale, il est nécessaire
d’évoquer la facon dont se développe une cellule tumorale, quelles sont ses propriétés et
quels liens peut-elle avoir avec son environnement. Les cellules tumorales évoluent, pour la
majorité d’entre elles, en six étapes différentes, qui permettent également d’évaluer |'état
de leur développement. Ces étapes se décomposent comme suit : 1) la cellule devient auto-
suffisante pour les facteurs de croissance, 2) elle devient résistante aux signaux inhibiteurs
de croissance, 3) elle devient résistante a I'apoptose, 4) elle obtient un potentiel illimité de
croissance, 5) elle acquiert une grande capacité angiogénique et 6) elle acquiert un potentiel

métastatique®’’.

Les traitements les plus utilisés actuellement pour lutter contre le cancer sont la
chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie. Ces traitements ont pour but d’éliminer les
cellules tumorales, en introduisant par exemple des erreurs au niveau de leur ADN, induisant
la mort de ces dernieres. Ces traitements peuvent étre combinés pour une meilleure

efficacité. Cependant, lorsque la tumeur a atteint un stade critique (tumeur difficile a
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enlever, ou tumeur qui métastase), ces traitements deviennent moins efficaces et
permettent la survie du patient, plutét que sa guérison. De plus, ces traitements sont tres
lourds pour les patients car ils provoquent de nombreux effets secondaires pénibles. Il est

donc nécessaire aujourd’hui de développer d’autres traitements pour éradiquer le cancer.

Le systéme immunitaire est en étroite relation avec les cellules tumorales. En effet, les
cellules du systéme immunitaire sont capables de reconnaitre les tumeurs et de les éliminer
lorsqu’elles s’y prennent a temps. D’ailleurs, il est fort probable que nous développions des
tumeurs tous les jours, qui sont controlées efficacement par le systéme immunitaire. Ce
processus s’appelle lI'immunosurveillance et a été démontré dans plusieurs modeles
expérimentaux murins*’® et chez 'Homme (le risque de cancer chez les immunodéprimés,
aprés transplantation par exemple, est bien plus élevé). Cependant, les individus
immunocompétents développent aussi des tumeurs. Leur systéme immunitaire deviendrait
alors défaillant dans I'éradication des cellules tumorales aprés que sa pression de sélection
ait favorisé la croissance de cellules non immunogéenes. Cette notion d’immunoédition
(immunoediting) met lI'accent sur la dualité du systéme immunitaire dans le contréle
tumoral. En effet, il peut permettre I'élimination (immunosurveillance) des cellules
tumorales, mais il permet aussi la sélection (immunosélection) de certaines cellules capables

d’échapper au systéme immunitaire (immunosubversion)®’.

Comprenant I'importance du systéeme immunitaire dans le développement d’un cancer,
de nouvelles approches ont fait surface, utilisant les outils du systeme immunitaire pour
tenter de guérir les patients atteints d’un cancer: il s’agit de I'immunothérapie anti-
tumorale. De nombreuses stratégies ont permis le développement d’anticorps monoclonaux
thérapeutiques. Voici quelques exemples de certains d’entre eux: 1) le rituximab (anti-
CD20), trés utilisé dans le traitement de la leucémie et des lymphomes ; 2) I’herceptine (anti-
HER2), utilisé dans le cancer du sein’”®; 3) Iipilimumab (anti-CTLA-4), utilisé dans le
mélanome a un stade avancé et qui a fait ses preuves dans un essai clinique de phase 111%*°;
4) le nivolumab (anti-PD1), utilisé en combinaison ou non avec l'ipilimumab dans le
traitement du mélanome avancé®® ; et 5) le panitumumab (anti-EGFR), utilisé dans le cancer
colorectal®®?. Ces anticorps peuvent agir directement sur les cellules tumorales, sur le stroma

tumoral, permettre I'activation de ’ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity), etc?®?.

L’utilisation d’un anti-CD47 est actuellement en phase d’étude préclinique'®*°>1%,

Beaucoup d’anticorps monoclonaux sont en cours d’essais cliniques et peuvent étre
combinés pour de meilleurs résultats. Je ne me focaliserai dans cette partie que sur
I'immunothérapie qui vise les DC, compte tenu de leur réle central dans I'activation du

systeme immunitaire et leur capacité a faire de la mémoire immunologique. Dans un
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premier temps, nous verrons les thérapies ciblant les DC in vivo, et dans un second temps
nous verrons les stratégies développées pour immuniser les patients avec des DC chargées

ex vivo.

4.1 Limmunothérapie ciblant les cellules dendritiques

Dans cette catégorie, nous retrouvons 1) les vaccins basés sur des peptides, protéines ou
acides nucléiques qui ne ciblent pas directement les DC, mais qui peuvent étre facilement
capturés par ces dernieres in vivo; et 2) les vaccins qui couplent des antigenes a des

anticorps ciblant directement les DC. Quelques exemples seront présentés ici.

Les vaccins non spécifiques : Les vaccins composés de peptides/protéines sont peu

immunogenes sauf si I'on ajoute des adjuvants pour générer une forte réponse anti-

tumorale®®,

D’ailleurs, de nombreux adjuvants sont actuellement a I'étude pour leur
utilisation dans le cadre du cancer. Il peut s’agir d’agonistes de nombreux TLRs, comme le
poly I:C (ligand de TLR3), le MPL (monophosphoryl lipid A, ligand de TLR4), la flagelline
(ligand de TLR5), I'lmiquimod (ligand de TLR7), le Resiquimod (ligand des TLR7-8) et le CpG
(ligand de TLR9)®*. Les GVAX® sont des vaccins complexes basés sur les cellules tumorales :
ces dernieres sont génétiquement modifiées pour exprimer le GM-CSF qui attire et active les
DC. Les vaccins GVAX® ont montré une certaine activité immune et clinique dans le cancer

285,286 287 D’autres vaccins sont basés sur

du pancréas et d’autres types de tumeurs solides
I"utilisation de bactéries, dans lesquelles est ajouté un antigene tumoral. C'est le cas, par
exemple, de I'utilisation de Listeria monocytogenes, bactérie intracellulaire, qui cible les DC
in vivo et utilise les voies de présentation par les molécules du CMH-I et CMH-11*,
L'utilisation de vecteurs viraux qui pourraient délivrer I'antigéne aux DC, directement par
I'expression de genes ou indirectement en lysant les cellules tumorales, est une stratégie
attractive puisque cela permet de mimer une infection naturelle et la génération d’une
immunité protective. Ces vecteurs sont actuellement développés dans le contexte de la

vaccination pour le VIH®,

Les vaccins ciblant les DC directement : Des études pionniéres de Ralph Steinman et
Michel Nussenzweig ont démontré que le ciblage d’antigenes aux DC in vivo, via un couplage
des antigenes a des anticorps spécifiques de récepteurs de surface sur les DC (comme DEC-
205 ou DCIR), induit une forte immunité spécifique de I'antigéne médiée par les lymphocytes
T CD4" et CD8™8%99291292 Dang ces études, I'induction de la maturation des DC (par une

administration d’un anti-CD40 par exemple) est essentielle pour qu’une réponse
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immunogene se développe au lieu d’une réponse tolérogéne. Actuellement, de nombreuses
études chez 'Homme et la souris développent des vaccins suivant cette stratégie. Par
exemple, le ciblage des antigénes aux DC par les lectines DCIR***?%*, DC-SIGN**, dectine 1%°°,
Clec9A™, et par la langerine®® permet I'induction de réponses humorales et cellulaires,

incluant les lymphocytes T CD4" et CD8".

Comme précisé précédemment, la présence ou non d’adjuvants a un important impact
sur le type de réponses immunitaires induites. En effet, en I'absence d’adjuvants, I'injection
des antigénes couplés aux anticorps dirigés contre Clec9A induit une forte réponse

humorale, liée a la génération de lymphocytes T CD4" folliculaire®®. Ceci permet également

+

d’activer les lymphocytes T CD4" régulateurs®®, mais pas les lymphocytes T CDS8
cytotoxiques, malgré la capture et la présentation croisée des antigenes délivrés aux DC

CD80.™*®’. Au contraire, I'administration concomitante du poly I:C résulte en une robuste

réponse T CD4" et CD8" anti-tumorale®”*%,

En plus du ciblage de la bonne population de DC, le ciblage des récepteurs au sein d’'une
méme population est trés important dans l'induction d’'une réponse anti-tumorale. Par
exemple, le ciblage des antigénes aux DC via ASGPR (asialoglycoprotein receptor) en

I’absence d’adjuvant favorise la génération de lymphocytes T CD4" spécifiques sécréteurs

+

d’IL-10 (cytokine anti-inflammatoire) ayant des propriétés de Ilymphocytes T CD4
régulateurs a la fois in vitro chez I’'Homme, et in vivo chez les primates. Cependant, cibler Ia

méme population de DC avec des anticorps dirigés contre LOX-1 a pour conséquence la

301

génération de lymphocytes T CD4" spécifiques sécréteurs d’IFNy” . Le ciblage de différents

récepteurs sur les DC peut générer des réponses T qualitativement et quantitativement

36292 Ceci est dii aux propriétés intrinséques des DC (dont le type de

compartiment endosomal dans lequel est internalisé le récepteur)?>.

différentes in vivo

Finalement, un essai clinique de phase | ayant pour stratégie le ciblage des DC in vivo est
actuellement en cours. Cette étude comprend des patients affectés par un large spectre de
tumeurs solides exprimant I'antigene NY-ESO-1, et a pour but d’examiner la sécurité et
I'efficacité d’un vaccin correspondant a l'antigéne NY-ESO-1 fusionné a un anticorps
monoclonal spécifique dirigé contre DEC-205. Les données précliniques sont pour le moment

assez encou rageantesSOz.
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4.2 L'immunisation avec des cellules dendritiques

Les DC peuvent étre générées ex vivo, chargées avec différentes formes d’antigenes,
activées puis injectées dans des patients atteints de cancer. Les études cliniques depuis
quinze ans ont analysé 1) les différentes préparations de vaccins basés sur les DC; 2) les
différents activateurs des DC; 3) les différentes formes d’antigénes utilisés (des petits
peptides aux hybrides DC-cellules tumorales); et 4) les différentes voies d’injection des
DC*®. Je ne me focaliserai dans cette partie que sur les différentes préparations des vaccins,

utilisant des DC ex vivo et des sources différentes d’antigénes.

Les DC incubées avec des antigénes associés aux tumeurs (TAAs): Cette catégorie

comprend aussi bien les petits peptides que les protéines entiéres. La notion que les DC ex
vivo chargées avec des TAAs puissent induire des réponses anti-tumorales et protectrices in
vivo a été montrée pour la premiére fois en 1995, par Michael Lotze*® et Cornelius Melief***.
Dans les années qui suivirent, le potentiel thérapeutique des DC chargées avec des antigenes
a été confirmé dans différents modeéles tumoraux, que ce soit avec un antigene d’origine

] 305,306 307,308,309
protéique™™™ S

ou peptidique . Des études ont ensuite développé des stratégies
pour augmenter I'immunogénicité de cette approche, en manipulant les DC afin qu’elles
produisent d’avantage de signaux immunostimulateurs, prolifératifs ou encore

chimiotactiques®'°.

Cette approche a été testée dans plusieurs essais cliniques de phases | et || comprenant
des patients atteints d’une grande variété de cancer. Ces études ont montré que I'utilisation
de DC chargées ex vivo avec des TAAs était sans risque et pouvait générer |'activation d’une
immunité pour une grande proportion de patients, dont certains présentaient des réponses
cliniques partielles ou totales. Cependant, ces études n’ont pas encore été testées dans les
essais cliniques de phase lll, a I'exception d’une étude. Dans cette étude les auteurs utilisent
des DC chargées avec une protéine de fusion composée de la PAP (prostatic acid
phosphatase) et du GM-CSF. Cette préparation, nommée Sipuleucel-T, a été approuvée par
la FDA (Food and Drug Administration) dans le traitement des patients atteints d’un cancer

métastatique de la prostate (dont leur médiane de survie est augmentée de 4 mois)>**.

Les DC incubées avec des ARNm dérivés des tumeurs, ou génétiquement modifiées :

L'intérét d’utiliser des ARN comme moyen de charger les DC pour le développement de

vaccins contre le cancer a débuté dans les années 1990, par des études pionniéres d’Eli

312,313,314

Gilboa et ses collégues De nombreux laboratoires ont montré que des DC
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transduites ex vivo avec des vecteurs viraux permettant I'expression de TAAs engendraient
de meilleures réponses in vivo, comparé a I'électroporation de vaccins a ADN directement

dans la peau®*.

Durant ces dix dernieres années, les DC chargées avec de I’ARN et les DC manipulées
pour exprimer des TAAs endogenes ont été évaluées dans des essais cliniques de phases | et
II. Par exemple, des DC exprimant stablement des TAAs (par une transduction avec un
adenovirus dans la plupart des cas), ont été testées chez des patients avec un cancer avancé
(du sein, du pancréas, exprimant la mucine 1)**>, un cancer des poumons & petites cellules

3¢ ou le mélanome (exprimant la tyrosinase, melan A et

(exprimant la mucine p53)
gp100)*". Ces études montrent que cette stratégie n’est pas dangereuse pour les patients et

peut conduire (dans certains cas) a I'activation d’une réponse anti-tumorale.

Les DC fusionnées avec des cellules tumorales: Les hybrides de DC et de cellules

tumorales, appelé « dendritomes », se forment spontanément lorsque les DC sont mises en
culture avec des cellules tumorales vivantes ou apoptotiques®'®. Cette stratégie de
vaccination permet d’induire des réponses anti-tumorales in vivo>®, bien que le potentiel
immunogénique des dendritomes soit plus faible que celui des DC chargées ex vivo avec des
cellules tumorales apoptotiques. Ceci pourrait s’expliquer par un plus faible niveau

d’expression des molécules de costimulation et/ ou de production d’IL-12%%°.

Des essais cliniques de phase | et Il ont évalué la sécurité et 'efficacité de cette stratégie

sur des patients atteints de gliome, cancer du sein, mélanome et ont démontré une

activation du systéeme immunitaire dans une large proportion des cas.

Les DC incubées avec des lysats tumoraux ou des cellules apoptotiques : Depuis la fin

des années 1990 / début 2000, la capacité des DC ex vivo a entrer dans un processus de

321,322,323324 (5, de débris de cellules

maturation en présence de lysats de cellules tumorales
tumorales apoptotiques®*>?®**” dans le but de monter une réponse immunitaire anti-
tumorale in vivo a été établie dans différents modéles. Il est généralement considéré que les
DC chargées avec des cellules tumorales apoptotiques sont supérieures aux DC chargées
avec des lysats tumoraux, fusionnées avec des cellules tumorales ou transduites avec de
’ARNm, dans I'induction d’une réponse immunitaire®™’. En effet les cellules apoptotiques
sont une tres bonne source d’antigénes pour la présentation croisée et, en fonction du type
d’apoptose induite, sont capables d’induire la maturation des DC et de générer des réponses

de type immunogéne”?%%,
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Durant ces dernieres années, une grande variété d’essais cliniques de phase | et Il a été
réalisée afin de tester la sécurité et I'efficacité de cette stratégie. Plusieurs types de cancer
sont concernés par ces essais : lymphome B, gliome, mélanome, cancer colorectal, etc... Les
résultats encourageants de ces études indiquent que 1) les DC chargées avec des lysats
tumoraux ou des cellules tumorales apoptotiques peuvent étre administrées aux patients
sans toxicité apparente et que 2) cette approche conduit a l'activation de réponses
immunitaires dans une large proportion de cas. Cependant, les réponses cliniques
rapportées sont relativement limitées dans de nombreuses études™°. Ceci peut s’expliquer
par I'existence d’un microenvironnement tumoral trés suppresseur (présence de cellules
suppressives comme les lymphocytes T CD4" régulateurs ou les cellules myéloides
suppressives, de molécules anti-inflammatoires comme I'IL-10) empéchant les DC et les
effecteurs de la réponse immunitaire d’entrer en contact avec la tumeur, et par le fait que

toutes les morts par apoptose ne sont pas immunogenes.

La combinaison de plusieurs thérapies pourrait permettre d’augmenter |'efficacité des
traitements en jouant a la fois sur les cellules immunosuppressives (en les inhibant) et sur les
cellules cytotoxiques et les lymphocytes T CD4". La génération et la qualité de ces derniéres
reposent en grande partie sur les DC et leur capacité a activer de maniere efficace ces
cellules. Des études permettant de comprendre les signaux et les sources d’antigénes a
charger sur les DC ex vivo, nécessaires a une bonne induction d’'une réponse immunitaire
conduisant a la destruction de la tumeur, permettraient I’élaboration d’un cocktail efficace

(avec la possibilité de coupler a d’autres thérapies) pour I'éradication du cancer.

5 Objectif des travaux de these

Comme j'ai taché de vous en convaincre durant mon introduction, la présentation
croisée est essentielle puisqu’elle permet la présentation d’antigenes exogénes, non
synthétisés directement dans les DC (antigenes du soi, de tumeurs, de microorganismes
n‘infectant pas les DC) aux lymphocytes T CD8'. Elle est donc primordiale dans
I’établissement de réponses T CD8" anti-infectieuses ou anti-tumorales. Son étude est donc
capitale pour la vaccination et pour 'immunothérapie mettant en jeu une présentation par
les DC.

Nous avons vu que les cellules apoptotiques sont classiquement 'une des meilleures

sources d’antigénes pour la présentation croisée par les cellules dendritiques. De fait, de
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nombreux essais cliniques se sont focalisés sur |'utilisation de DC chargées ex vivo avec des
cellules tumorales rendues apoptotiques et injectées aux patients pour induire des réponses
T CD4" et CD8". Evidemment, dans ces protocoles, pour que la vaccination fonctionne au
mieux, il est nécessaire d’induire une mort immunogene (avec Iutilisation d’agents
chimiques). Cependant les résultats de ces études sont souvent peu bénéfiques du point de

vue clinique. Ceci peut-étre du a différents parameétres discutés précédemment.

Dans ce contexte, notre laboratoire et d’autres ont montré que les cellules vivantes
étaient une source d’antigenes efficaces pour la présentation croisée aussi bien in vitro que
in vivo. Ainsi, nous avons montré que |'utilisation de DC chargées avec des cellules tumorales
de mélanome B16 vivantes permettait d’induire une trés bonne protection anti-tumorale
dans le cadre d’une vaccination de type prophylactique. Cette protection est due a
I'induction de lymphocytes T CD8" cytotoxiques grace a la présentation croisée des antigénes

tumoraux par les DC.

Dans un premier temps, I'objectif de ma these a été d’évaluer si la présentation croisée a
partir de cellules tumorales vivantes permettait de protéger efficacement contre une tumeur
déja installée, dans un modele de type thérapeutique. Nous avons ainsi montré que la
présentation croisée par les DC d'antigénes de cellules tumorales vivantes de mélanome B16
permet une protection efficace contre la tumeur dans un protocole de type thérapeutique.
De plus, nous avons montré que cette protection était meilleure que celle obtenue avec des
DC chargées avec des cellules tumorales apoptotiques, et que ceci était due a une meilleure
conservation des antigénes tumoraux sous leur forme native au sein des cellules vivantes.

3% Dans un second

Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans PlosOne en 2011
temps, je me suis intéressée a élucider les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués

dans la présentation croisée des DC a partir des cellules vivantes.
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Matériels et Méthodes
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1 Souris

Les souris C57BL/6 (CD45.2) de six semaines ont été obtenues dans les laboratoires
Harlan (Orléans, France). Les souris C57BL/6 OT-1 CD45.2 et C57BL/6 CD45.1 ont été
obtenues dans les laboratoires Charles River (Saint-Aubin-Les-Elbeufs, France) et élevées
dans notre animalerie EOPS. Les souris C57BL/6 OT-1 CD45.1/CD45.2 ont été obtenues par le
croisement F1 d’une souris C57BL/6 CD45.1 avec une souris C57BL/6 OT-1 CD45.2 et élevées
dans notre animalerie. Toutes les expériences ont été réalisées en accord avec le « European
Community Council Directive » du 24/11/1986, le réglement du Département Vétérinaire
Francais (permis N° 75-1321) et I'animalerie de I'Institut Cochin (N° d’accréditation A-75-14-
02).

2 Anticorps, marquage cellulaire

Les anticorps monoclonaux sont couplés a différents fluorochromes et dirigés contre les
molécules suivantes : CD80-APC-H7, CD11c-PE-Cy7, CD80-FITC, CD86-APC, IA°-PE, CD3-PE-
Cy7, CD4-PerCP, IFNy-APC, CD11c-FITC, AnnexineV-PE (BD Biosciences), Va2-APC, CD45.1-
Biot, Sirpoa-Biot, Streptavidine PacificBlue, CD47-APC (eBiosciences), calreticuline purifié
(ThermoScience), ovalbumine purifié (Millipore), donkey anti-chicken 488, goat anti-rabbit
647 (Jackson).

Le marquage a été réalisé a 4°C, en utilisant un tampon PBS 1X contenant 5% SVF (Sérum
de Veau Feetal) et 5mM d’EDTA. Les cellules ont d’abord été incubées avec de I'anticorps
monoclonal anti-CD16/CD32 (2.4G2) pour bloquer les récepteurs Fc (BD) pendant 20 min.
Elles ont ensuite été marquées avec les anticorps couplés pendant 20 min supplémentaires.

Pour les anticorps biotinylés, la streptavidine a été ajoutée secondairement pendant 15 min.

Pour le marquage intracellulaire IFNy, les splénocytes ont été restimulés pendant 4h a
37°C a une concentration de 10° cellules/ml en milieu complet avec 0,5ug/ml PMA et
0,5ug/ml ionomycine (Sigma-Aldrich) en présence de Golgi Plug (suivant les
recommandations du fournisseur, BD), et marqués avec un anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8,

puis avec I'anti-IFNy en intracellulaire (kit de marquage intracellulaire, BD).

Pour le marquage du cytoplasme des cellules avec le CellTracker™ orange CMRA

(calcéine, Invitrogen), les cellules ont été incubées pendant 20 min a 37°C,a 5 x10°/ml dans
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du PBS contenant 2,5uM de calcéine, puis largement lavées avec du milieu complet. Pour

évaluer I'apoptose, nous avons utilisé un kit AnnexineV (BD).

Pour le marquage des lipides membranaires, les cellules ont été incubées pendant 10
min & 37°C, a 10°/ml dans du PBS contenant 1uM de DiD (Invitrogen), puis largement lavées
avec du milieu complet (I'excés de DiD est relargué lors du dernier lavage pendant 1h

minimum a 37°C).

Pour évaluer la prolifération, les cellules OT-I (10 a 20 x10° cellules/ml) ont été marquées
avec 2uM de CFSE (Invitrogen) dans du PBS 1X pendant 7 minutes a température ambiante,

puis lavées avec du SVF froid et largement lavées avec du milieu complet.

Les cellules ont été analysées par cytométrie de flux en utilisant le FACS LSRIl ou Fortessa
(BD) puis les logiciels Diva (6.1.2, BD) et FlowlJo (version 9.3.2 TreeStar, Ashland, Etats-Unis).

3 Culture cellulaire

Les cellules B3Z et les cellules tumorales de mélanome B16 F10 (B16) ont été cultivées en
milieu complet (RPMI 1640 Glutamax, 10% SVF, 2mM L-glutamine, 100 unités de pénicilline,
100pg/ml de streptomycine, Invitrogen). Les cellules L-OVA sont des cellules L transfectées
avec une forme d’OVA uniquement exprimée dans le cytoplasme : OVA-EGFP-L, et leur
témoin EGFP-L ont généreusement été données par K. Rock (Université du Massachusetts
Medical School, Boston, Etats-Unis)**°. Les fibroblastes CCL-1 (ou L929, ATCC) sont les
témoins des cellules CCL-1-OVA que nous avons transfectées avec le plasmide pcDNA-
V5/His-OVAt-GFP (ou I'OVA est tronquée de sa séquence leader, empéchant sa sécrétion),
généreusement donné par Philippe Pierre (Centre d’Immunologie de Marseille Luminy). La
transfection de ces cellules a été réalisée avec le kit Lipofectamine™ LTX and Plus™
Reagents (Invitrogen). Les cellules L-GFP-F sont des cellules L que nous avons transfectées
avec un plasmide exprimant une forme farnésylée de la GFP (expression membranaire,
PEGFP-F, Clontech), en utilisant le kit Trans-IT Transfection kit (Mirus). Les cellules L-OVA,
CCL-1-OVA et L-GFP-F ont été cultivées en milieu complet en présence de 500 ug/ml de
G418 (Sigma-Aldrich). Les cellules B3Z, hybridomes de cellules T CD8" qui expriment la B-
galactosidase, sous le promoteur du lacZ lorsque ce dernier est activé, par reconnaissance
spécifique du complexe H—2Kb-OVA257-2674 (SIINFEKL)33°, ont généreusement été données par

C. Leclerc (Institut Pasteur, France).
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Pour empécher la mort cellulaire dépendante des caspases, les cellules ont été cultivées
en présence de 10uM de z-VAD FMK (Sigma-Aldrich). Alternativement, I'apoptose a été
induite par irradiation y (100Gy pour les cellules L et B16) et suivie d’'une incubation de 48h a
37°C en milieu complet, avant utilisation. La proportion des cellules apoptotiques Annexine
V*/PI retrouvée était =70%.

Pour la génération des BMDC, les cellules de la moélle osseuse de souris C57BL/6 ont
subi une lyse des globules rouge par un traitement de 0,84% de chloride d’amonium. Les
cellules ont ensuite été mises en culture a 10°/ml en milieu complet dans des plaques 24
puits (1ml/puits) avec du GM-CSF recombinant a 20ng/ml (Peprotech). A J2 et J4, 90% et
75% du milieu a été remplacé par du milieu neuf, respectivement. Les BMDC immatures sont

récupérées 3 J6, ol I'on obtient 65% de cellules CD11c" en moyenne.

Pour le phénotypage des BMDC, ces dernieres ont été incubées seules ou bien avec des
cellules B16 vivantes ou apoptotiques, avec ou sans LPS (500ng/ml) et IFNy (20ng/ml ;
Roche). Vingt-quatre heures apres, les surnageants de cultures ont été récupérés et la
production des cytokines IL-12p70 et IL-10 évaluée par ELISA (kit ELISA BD). Les BMDC ont
été récupérées pour étre phénotypées en termes d’expression des molécules du CMH et des

molécules de costimulation.

Pour la préparation des exosomes, 100 x10° L-OVA ont été réparties dans des flasques
pendant 5h (correspondant au temps de co-culture des expériences fonctionnelles), puis le
surnageant récupéré est filtré avec un stéricup (0,22um). Le surnageant a été conservé a 4°C
sur la nuit puis ultracentrifugé a 100 000g (= 22 000rpm) pendant 70 min a 4°C. Ensuite, le
culot sec a été récupéré. Pour une concentration de 120x, les exosomes ont été repris dans
830ul (pour 100ml de départ), et des dilutions successives nous ont permis d’obtenir des

exosomes concentrés 120x, 60x, 20x et 2x.

Pour I'extinction de I'expression de la connexine 43 (Cx43) dans les cellules L et L-OVA,
nous avons utilisé un shRNA Cx43 avec le kit Mission Lentiviral Transduction Particles
(SHCLNV 1D68473, Sigma-Aldrich). L'extinction de la Cx43 a été vérifiée par western blot et
les cellules ont été ensuite cultivées en milieu complet en présence de 500ug/ml de G418 et

de 3ug/ml de puromycine (Gibco).
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4 Expériences de présentation croisée

Pour les expériences fonctionnelles de présentation croisée in vitro, les BMDC ont été
cultivées 16h avec différentes quantités de cellules L-OVA vivantes ou apoptotiques (rapport
L-OVA:DCO0,3:1;1:1;3:1;6:1;9:1) en présence de LPS (de E.Coli 0111 :B4 ; 500ng/ml ;
Sigma-Aldrich). Les DC ont ensuite été purifiées par un tri magnétique positif (billes CD11c,
Miltenyi). Dix x10° DC purifiées ont ensuite été mises en culture avec 10" cellules B3Z
pendant 18h. Aprés ajout du substrat CPRG, la densité optique a été mesurée a 560nm par
un lecteur ELISA (Berthold CB911). Pour les expériences avec les exosomes, 0,5 x10° BMDC
(250ul) ont été mises en culture avec des exosomes concentré 2x (250ul) pendant 5h a 37°C.

La suite des étapes est identique a celles expliquées précédemment.

Pour les expériences fonctionnelles de présentation croisée in vivo, les BMDC ont été
cultivées 16h avec les cellules L-OVA ou L-OVA shRNA Cx43 vivantes ou apoptotiques
(rapport cellules: DC = 3:1) ou bien avec 10ug/ml de protéine OVA. Un million de DC
purifiées (comme précédemment) ont été injectées en i.v dans des souris C57BL/6 CD45.2
ayant recues la veille 2.5 x10° OT-I CD45.1/CD45.2 marquées avec 2uM de CFSE. Ces
lymphocytes T CD8" OT-l naifs ont été purifiés & partir des ganglions de souris OT-I
CD45.1/CD45.2 en utilisant un kit de tri négatif CD8 (Invivogen) et aprés marquage CFSE,
injectés également en i.v. Trois jours plus tard, les splénocytes des souris receveuses ont été
analysées en réalisant des marquages avec des anticorps monoclonaux anti-CD8, anti-

CDA45.1 et anti-Va2 pour évaluer I'activation cellulaire.

5 Analyse du mécanisme de capture de matériel cellulaire

Pour étudier le mécanisme de capture de matériel cellulaire in vitro, les BMDC (10 x10%)
ont été cultivées avec des cellules vivantes (CCL-1 ; 30 x10%), préalablement marquées avec
soit un marqueur lipophile (DiD), soit un marqueur protéique (Calcéine). Apres 3h de culture,
les cellules ont été marquées par un anticorps anti-CD11c. Dans les expériences d’inhibition,
la co-culture a été réalisée en présence ou non de wortmanine (100 nM), mannane (10
mg/ml), fucoidane (1 mg/ml), polyG (500 ug/ml), cytochalasine D (20 uM), PP2 (30 uM), PP3
(30 uM) (Sigma-Aldrich), anti-CD47 purifié et son isotype Rat 1gG2a K (eBiosciences) ou un
peptide bloquant la calréticuline (Clinisciences). Les DC (ou les CCL-1 lorsque c’était le cas)
ont été prétraitées pendant 30 min a 4°C avec les différents inhibiteurs. Alternativement, les
cellules ont été cultivées en présence ou non d’un transwell (0,4um, adaptable sur une

plaque 24 puits, BD). Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie de flux.

91



6 Protection contre une épreuve tumorale in vivo

A 10, des groupes de 5 souris C57BL/6 ont été injectées avec 10° cellules B16 F10 en i.v
pour induire des tumeurs pulmonaires. Les BMDC ont été cultivées pendant 16h en présence
de LPS (500ng/ml) et d’IFNy (20ng/ml), seules ou avec des cellules B16 vivantes ou
apoptotiques, ou avec des peptides restreints au CMH-I et dérivés de la tumeur (gp100;5.33
et TRP21g1-183, 10uM chacun). Les BMDC (5 x105) ont ensuite été lavées, purifiées, y-irradiées
(100Gy) pour éliminer les cellules tumorales vivantes résiduelles, puis immédiatement
injectées en i.v dans les souris a J3 et J10. A J15, le nombre de tumeurs pulmonaires a été
évalué. Les splénocytes ont été restimulés pendant 36h avec des cellules B16 y-irradiées ou
avec 1uM de peptides (gp100,s.33 ou TRP21g;.188). La capacité des splénocytes stimulés a
produire de I'IFNy a été alors évaluée par un ELISPOT et par cytométrie de flux, apres un

marquage anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 et anti-IFNy en intracellulaire.

7 ELISPOT

Des plaques 96 puits en PVDF (Milipore) ont été incubées sur la nuit a 4°C avec 4ug/ml
d’anticorps de rat monoclonal anti-IFNy de souris (AN18, Mabtech AB) dilué dans du PBS.
Apres de nombreux lavages, les puits ont été bloqués pendant 2h a 37°C avec du RPMI
contenant 10% de SAB (sérum humain AB, ABCYS). Les splénocytes (3 x10°) ont été incubés
pendant 36h avec un des peptides correspondant aux épitopes spécifiques (concentration
finale 10ug/ml) ou avec les cellules B16 irradiées. Les plaques ont ensuite été lavées puis
incubées avec 1ug/ml d’anticorps monoclonal de rat anti-IFNy de souris biotinylé (RA-6A2,
Mabtech AB) dilué dans du PBS pendant 2h a 37°C, puis sur la nuit a 4°C. Les plaques ont
ensuite été incubées en présence d’extravidine couplé a la phosphatase alkaline (Sigma-
Aldrich) dilué dans du PBS pendant 40 min. Aprés ajout du substrat NBT/BCIP (Sigma-
Aldrich), les spots formés par les cellules (SFC pour spots forming cells) ont été comptés en
utilisant le lecteur ELISPOT BioReader 5000F et exprimés en nombre de spots par million de

cellules testées.
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8 Western Blot

Pour le western blot évaluant le niveau d’expression des peptides tumoraux et la
protéine ovalbumine, les cellules B16 et L-OVA vivantes ou apoptotiques ont été lysées a 4°C
dans du tampon CHAPS (1% 3-[(3Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1propanesulfonate,
10mM Hepes pH 7.4, 150mM NaCl, 10% glycérol ; Sigma-Aldrich) contenant des inhibiteurs
de protéases (complete EDTA-free tablets, Roche) et 0.2mM d’orthovanadate de sodium
(inhibiteur de phosphatases, Sigma-Aldrich). Le lysat a ensuite été centrifugé 30 min a
20000g a 4°C et le surnageant récupéré pour doser la concentration des protéines par
spectrométrie a 280nm (NanoDrop, Labtech). Les lysats cellulaires ont ensuite été repris
dans du tampon contenant du 2-mercaptoéthanol (Lane Marker Reducing Sample buffer,
Thermosciences) et dénaturés a 95°C pendant 5 min. Cinquante ug de protéines (pour les
cellules B16) ou 25 ug de protéines (pour les cellules L-OVA) ont été déposées par puits dans
un gel SDS/PAGE 10% prét a I'emploi (BioRad) puis mises a migrer pendant 1h a 150V. Les
protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose pendant 1h a 80V,
puis la membrane a été saturée pendant 2h a température ambiante dans un tampon TBS
0,05% Tween avec 5% de régilait écrémé. Les membranes ont ensuite été incubées avec un
anticorps polyclonal de lapin anti-OVA (pour les cellules L-OVA), un anticorps polyclonal de
chévre anti-gp100, un anticorps polyclonal de chévre anti-TRP2 (pour les cellules B16), ou
avec un anticorps polyclonal de chévre anti-actine sur la nuit a 4°C puis incubées avec des
anticorps secondaires couplés HRP (horseradish peroxidase) anti IgG de lapin ou de chévre
(Santa Cruz Biotechnology) pendant 1h a température ambiante. La révélation a été faite par
chimioluminescence avec le kit ECL Plus Western Detection Reagent (GE Healthcare)
pendant 5 min a température ambiante et la lecture sur I'appareil LAS 300S. L'analyse des

gels a ensuite été faite sur le logiciel Imagel64.

Pour le western blot évaluant le niveau d’expression de la Cx43 dans les cellules L-OVA
shRNA Cx43, elles ont été lysées dans un tampon ELB (NP-40) contenant des inhibiteurs de
protéases et de phosphatases (complete EDTA-free tablets, Roche). Les étapes de lyse et
dénaturation ont été faites de la méme maniére que précédemment. L’équivalent de 5 x10°
de cellules (20ul) a été déposé par puits dans un gel que nous avons préparé a 12%
d’acrylamide en condition dénaturante comme précédemment, puis mis a migrer 1h a 200V.
Le transfert a été réalisé cette fois a ampérage fixe de 400mA pendant 1h. La suite des
étapes est similaire avec |'utilisation des anticorps suivant : anticorps polyclonal de lapin
anti-Cx43 (C6219, Sigma-Aldrich), anticorps polyclonal de lapin anti-AKT (#9272 Cell
Signaling, Ozyme, France), anticorps secondaire HRP anti IgG de lapin (Santa Cruz

Biotechnology). La révélation a également été faite par chimioluminescence avec le kit ECL
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mais cette fois ci sur un film et en chambre noire. Les films ont été scannés puis analysés a

I'aide du logiciel Imagel64.

9 ELISA

Les ELISA ont été effectués en plagues NUNC Maxisorp en utilisant des kits IL-12p70 et IL-
10 (eBiosciences). Les plaques ont été incubées avec |'anticorps de capture sur la nuit a 4°C.
Aprés de nombreux lavages avec le tampon Wash Buffer (PBS 1X 0,05% Tween-20), les
plagues ont été saturées pendant 1h a température ambiante. Les surnageants des co-
cultures ont ensuite été distribués et incubés pendant 2h a température ambiante. Puis les
plagues ont été incubées avec I'anticorps de détection pendant 1h a température ambiante.
L’avidine-HRP a alors été ajoutée pendant 30 min a température ambiante puis le substrat
TMB pendant 15 min et enfin I'acide sulfurique 2N pour arréter la réaction. Les plaques ont

été mesurées a 450nm avec le lecteur ELISA Berthold CB911.

10 Microscopie a fluorescence

Les cellules L-GFP-F (40 x10%), transfectées transitoirement avec 3ug de plasmide
exprimant la Cx43mCherry, généreusement donné par Christian Giaume (Collége de France,
Paris), selon le protocole du fournisseur (Geneluice Transfection Reagent, Novagen), ont été
mises en culture avec des BMDC (40 x10*) sur des lamelles pré-coatées en poly-D-lysine
(polymére changeant la charge nette du support en charge +) pendant 1h a 37°C. Les cellules
ont ensuite été fixées avec de la PFA 4% pendant 15 min a température ambiante puis
perméabilisées avec du PBS 1X 0,2% triton pendant 30 min. Les cellules ont été saturées
pendant 30 min en PBS 0,3% BSA 5% sérum de chévre avant I'incubation a 4°C sur la nuit
avec l'anticorps de lapin anti-EEA1 (Cell Signaling) et I’anticorps de souris anti-RFP, en PBS 1X
0,3% BSA. Apres lavages, I'anticorps secondaire de chévre anti-lapin couplé a I'Alexa 647
(Invitrogen) et I’anticorps secondaire de chévre anti-souris 1gG1 couplé a I'Alexa 546
(Invitrogen), dilués en PBS 1X 0,3% BSA ont été ajoutés pendant 1h a 4°C. Les cellules ont
ensuite été marquées avec du DAPI pendant 5 min a température ambiante dans I'obscurité
avant de monter les lamelles sur des lames a 'aide d’un liquide de montage. Les lamelles ont
été observées sur un microscope a champ large (LEICA DMI 6000) via le logiciel Metamorphe

et les images correspondantes analysées avec le logiciel Imagel64.
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Résultats
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1 Protection contre l'implantation d’une tumeur dans un

modeéle thérapeutique

Notre équipe a récemment montré que, dans un modele de type prophylactique,
I'immunisation avec des DC préalablement cultivées avec des cellules vivantes de mélanome
(B16) permet d’induire une protection efficace contre une tumeur dérivée de l'injection de
cellules B16°*. Nous voulions alors tester le potentiel de ces DC dans le contréle d’une
tumeur déja installée (modéle de type thérapeutique). De plus, nous souhaitions
comprendre pourquoi les cellules vivantes semblent étre une meilleure source d’antigenes

pour les DC en immunothérapie.

1.1 Les cellules dendritiques chargées avec des cellules vivantes
de mélanome induisent une protection efficace contre une

tumeur déja installée

Nous avons mis en place un modele d'immunothérapie de type thérapeutique utilisant
les DC pour évaluer la capacité des cellules vivantes, donneuses d’antigenes, a induire une
protection tumorale (Figure 1A). Pour cela, au jour 0, des groupes de souris C57BL/6 ont recu
une injection de cellules B16 par voie intraveineuse (i.v.) afin d’induire des tumeurs
pulmonaires. Les BMDC ont été cultivées seules, avec des peptides épitopiques de la tumeur
(gp100,5.33 et TRP21g1.188), ou avec des cellules B16 vivantes (traitées avec du zVAD, un
inhibiteur de caspases) ou apoptotiques (irradiation y) en présence de LPS et d’IFNy pendant
16h. La viabilité et I'induction de I'apoptose des cellules B16 ont été évaluées a I'aide d’un
marquage annexine-V (Figure 1B). Les DC ont ensuite été purifiées, irradiées a 100Gy afin
d’éviter toute contamination par des cellules tumorales vivantes résiduelles, puis injectées
en i.v. aux jours 3 et 10. Finalement, au jour 15, le nombre de tumeurs pulmonaires a été

évalué.
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Figure 1 : Les DC cultivées avec des cellules B16 vivantes induisent une forte protection contre la
tumeur dans un modeéle thérapeutique. (A) Protocole expérimental de I'immunisation. Des souris
C57BL/6 (n=5 par groupe) ont été injectées en i.v. avec 10° de cellules B16 & JO. Des DC ont été
cultivées seules (DC), avec les peptides gp100,533 et TRP2151.133 (DC-peptides), ou avec des cellules
B16 vivantes (DC-B16 zVAD) ou apoptotiques (DC-B16y) en présence de LPS et d’IFNy, pendant 16h.
Les DC ont ensuite été purifiées, irradiées puis injectées (0,5x10°) en i.v. aux souris a J3 et J10. (B)
Evaluation de la viabilité et de I'induction de I'apoptose des cellules B16 par un marquage annexine-V
(ligne solide) comparé a des cellules non marquées (ligne en pointillée). Nombre moyen
d’évenements annexine-V positif + SEM indiqué. A J15, les souris ont été sacrifiées, les tumeurs
pulmonaires comptées (C) et les réponses T évaluées dans la rate. (D) Les splénocytes ont été
restimulés avec les peptides gp100,5.33 et TRP24g1.153, les cellules B16 ou le milieu seul et testés par
ELISPOT pour la sécrétion d’IFNy. Apres restimulation par les cellules B16, les splénocytes ont aussi
été stimulés avec la PMA/ionomycine puis marqués avec un anticorps anti-CD3, anti-CD8 et un anti-
IFNy (intracellulaire). Les événements CD3'CD8" sont représentés et la production d’IFNy mesurée
par cytométrie de flux. Valeur moyenne + SEM indiquée. La significativité des différences entre les
séries de résultats a été évaluée en utilisant le t-test non apparié. Expérience représentative de deux

expériences indépendantes
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Nous observons que les souris immunisées avec des DC cultivées avec des cellules
tumorales vivantes développent trés peu de tumeurs pulmonaires comparativement a celles
immunisées avec des DC seules: 28+9 tumeurs contre 40633, respectivement.
Etonnamment, la protection est significativement beaucoup plus efficace en utilisant des DC
cultivées avec des cellules tumorales vivantes qu’apoptotiques: 28+9 tumeurs contre
139420, respectivement (Figure 1C, p=0.0029). De plus, lorsque les splénocytes de ces souris
sont restimulés avec les peptides gp100,s.33 et TRP2151.188 de la tumeur B16 ou bien avec la
tumeur B16 entiere, nous constatons que les réponses IFNy sont meilleures avec les
splénocytes provenant de souris immunisées avec les DC cultivées avec des cellules B16
vivantes qu’avec ceux des souris immunisées avec les DC cultivées avec des cellules
apoptotiques (Figure 1D). Plus généralement, I'immunisation avec des DC chargées avec des
cellules vivantes ou apoptotiques induit des réponses plus fortes que celles obtenues avec
des DC chargées avec des peptides dérivés de la tumeur. En effet, les cellules tumorales
fournissent un répertoire antigénique ne se restreignant pas aux uniques peptides gp100,5.33
et TRP21g1183 et sont donc capables de stimuler un plus grand nombre de clones de

lymphocytes T CD8" spécifiques de la tumeur.

Parmi les splénocytes provenant de souris immunisées avec les DC chargées avec les
cellules B16, les lymphocytes T CD8" représentent la majorité des cellules produisant I'lIFNy,
suggérant qu’il s’agit de réponses majoritairement restreintes aux molécules du CMH-I
obtenues par présentation croisée des antigénes tumoraux. Notons cependant que des
réponses ont également été induites parmi les lymphocytes T CD4", mais dans une moindre

mesure (données non montrées).

L'immunisation avec des DC chargées avec des cellules tumorales vivantes permet donc
d’induire une meilleure protection et une réponse immunitaire plus efficace que celles
obtenues avec des DC cultivées avec des cellules tumorales apoptotiques dans un modele

thérapeutique.
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1.2 Les cellules dendritiques cultivées avec des cellules B16
apoptotiques produisent plus d’IL-10 que celles cultivées avec

des cellules B16 vivantes

Nous avons tout d’abord évalué si la différence d’efficacité entre les cellules vivantes et
les cellules apoptotiques était due a leurs effets sur la maturation des DC. Pour cela, les DC
ont été cultivées avec des cellules B16 vivantes ou apoptotiques en présence ou non de LPS
et d'IFNy pendant 24h, puis le niveau d’expression des molécules du CMH-II et de
costimulation (CD80 et CD86) des DC et le profil cytokinique des surnageants de ces cultures
ont été évalués. Ceci nous a permis, d’une part, d’évaluer 'effet direct des cellules vivantes
ou apoptotiques sur la maturation des DC et, d’autre part, d’estimer leur impact sur la
maturation induite par le LPS et I'IFNy. En I"absence de stimulation avec le LPS et I'lIFNy, les
DC cultivées avec des cellules vivantes ou apoptotiques présentent un phénotype tres
[égerement mature en terme d’expression des molécules du CMH-II et de costimulation. Au
contraire, en présence de LPS et d’IFNy, les DC cultivées avec des cellules vivantes ou
apoptotiques sont moins matures que celles cultivées seules. De plus, les DC cultivées avec
des cellules B16 apoptotiques sont légerement plus matures que celles cultivées avec des

cellules B16 vivantes (Figure 2).

Nous avons également examiné la production d’IL-12p70 (cytokine pro-inflammatoire) et
d’IL-10 (cytokine anti-inflammatoire) dans ces cultures. Comme attendu, les cellules B16
vivantes ou apoptotiques seules ne produisent ni d’IL-12p70 ni d’IL-10 méme aprés
stimulation avec du LPS et de I'IFNy. Les DC cultivées avec des cellules vivantes ou
apoptotiques produisent des concentrations similaires d’IL-12p70 apres une stimulation avec
du LPS et de I'IFNy (Figure 3A). Par contre, les DC cultivées avec des cellules B16
apoptotiques produisent plus d’IL-10 que celles cultivées avec des cellules B16 vivantes ou

seules (Figure 3B).

La culture des DC avec des cellules B16 apoptotiques aboutit donc a une maturation
phénotypique légérement plus importante et une sécrétion d’IL-10 significativement plus
forte que celles obtenues avec des DC cultivées avec des cellules B16 vivantes. Cette
augmentation de sécrétion d’IL-10 pourrait en partie expliquer la moins bonne efficacité des

DC chargées avec des cellules apoptotiques a stimuler des lymphocytes T CD8".
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Figure 2: Etat de maturation des DC cultivées en présence de cellules B16 vivantes ou
apoptotiques. Les DC ont été cultivées seules (DC) ou avec des cellules B16 vivantes (DC-B16 zVAD)
ou apoptotiques (DC-B16y) en présence ou non de LPS et d’IFNy pendant 24h. Le niveau d’expression
des molécules du CMH-II et des molécules de costimulation, CD80 et CD86, a ensuite été évalué en

cytométrie en flux. Expérience représentative de trois expériences indépendantes.
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Figure 3 : Profil cytokinique des DC cultivées en présence de cellules B16 vivantes ou apoptotiques.
Les DC ont été cultivées seules (DC) ou avec des cellules B16 vivantes (DC-B16 zVAD) ou apoptotiques
(DC-B16y) en présence ou non de LPS et d’IFNy pendant 24h. Des cellules B16 vivantes ou
apoptotiques ont également été cultivées seules. Les niveaux de production d’IL-12p70 (A) et d’IL-10
(B) dans les surnageants de culture ont été évalués par ELISA. Panneaux du haut: expérience
représentative de trois expériences indépendantes. Panneaux du bas: en condition de stimulation
LPS et IFNy, la production relative d’IL-12p70 et d’IL-10 est exprimée par rapport a la production de
cytokines obtenues dans la condition DC seules, sous forme de pourcentage (n=3, expériences
indépendantes). Valeur moyenne + SEM indiquée. La significativité des différences entre les séries de

résultats a été évaluée en utilisant un t-test apparié bilatéral.
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1.3 Les cellules vivantes améliorent la présentation croisée par les
cellules dendritiques en conservant |'antigene sous sa forme

native

Un des parametres contrblant |'efficacité de la présentation croisée est la source

d’antigéne accessible a la DC**!

. En effet, I'efficacité de la présentation croisée dépend de la
qualité et de la quantité d’antigénes fournis par les cellules donneuses d’antigenes. Nous
avons donc évalué I'état des antigenes gpl100,s.33 et TRP21g1.188 au sein de cellules B16
vivantes et apoptotiques par western blot. Nous observons que tous deux sont fortement
dégradés dans les cellules apoptotiques alors qu’ils sont bien conservés dans les cellules

vivantes (Figure 4A).

Nous avons ensuite estimé I'impact de la conservation de I'antigene sur |'efficacité de la
présentation croisée. Pour cela, nous avons évalué le niveau d’expression du complexe CMH-
I/SIINFEKL des DC ayant capturé du matériel provenant de cellules L-OVA exprimant de
I'ovalbumine (OVA) sous sa forme non sécrétée a l'aide de I'hybridome T CD8" B3z
(hybridome T CD8" spécifiques du peptide SIINFEKL dont I'activation est indépendante des
signaux de costimulation). Nous n’avons pas pu utiliser les cellules B16 exprimant 'OVA
puisqu’elles I'expriment sous sa forme sécrétée. Nous avons tout d’abord confirmé que, de
facon similaire aux peptides gp100,5.33 et TRP2151.183 des cellules B16, I'ovalbumine était
fortement dégradée dans les cellules L-OVA apoptotiques alors qu’elle était conservée dans
un état natif dans les cellules vivantes (Figure 4B). Nous avons alors cultivé les DC avec des
cellules L-OVA vivantes ou apoptotiques a différents ratios et mesuré le niveau d’activation
des hybridomes T CD8" B3Z en présence de ces DC. Nous avons ainsi pu montrer qu’il fallait
approximativement trois fois plus de cellules apoptotiques que de cellules vivantes pour
atteindre le méme niveau de complexes CMH-I/SIINFEKL. De plus, le plateau maximum
d’activation est plus faible avec les DC chargées avec les cellules apoptotiques (Figure 4C). Il
en résulte que I'activation des hybridomes T CD8" B3Z est significativement plus élevée

lorsque les DC sont cultivées avec des cellules vivantes qu’apoptotiques.

La meilleure conservation de I'antigéne sous sa forme native dans les cellules vivantes
permet donc d’induire I’expression d’un plus grand nombre de complexes CMH-1/épitope sur
les DC. Ce plus grand nombre de complexe pourrait en partie expliquer la meilleure efficacité
des DC chargées avec des cellules B16 vivantes a stimuler des lymphocytes T CD8"

spécifiques de la tumeur dans nos modeles d'immunisation.
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Figure 4 : Plus d’antigénes natifs dans les cellules vivantes qu’apoptotiques : amélioration de la
présentation croisée par les DC. (A, B) L'état de dégradation de la gp100, de TRP2 et de 'OVA a été
évalué par Western blot. (A) Le lysat de 30 x10° de cellules B16 vivantes (B16 zVAD) ou apoptotiques
(B16y) a été analysé avec un anti-gp100 ou un anti TRP2. (B) Le lysat de 30 x10° de cellules L-OVA
vivantes (L-OVA zVAD) ou apoptotiques (L-OVAy) a été analysé avec un anti-OVA. Comme témoin de
charge, les lysats ont également été analysés avec un anti-actine. (C) Les DC ont été cultivées avec
différentes quantités de cellules L-OVA vivantes (triangles pleins) ou apoptotiques (triangles ouverts)
ou avec des cellules L n’exprimant pas I'OVA (carré plein). Les DC ont ensuite été purifiées et mises
en culture avec I'hybridome T CD8" B3Z pendant 18h. L’activation des hybridomes a été détectée par
densité optique a 560nm aprés addition du substrat CPRG. Expérience représentative de deux
expériences indépendantes. Valeur moyenne + SEM indiquée. La significativité des différences entre
les séries de résultats a été évaluée en utilisant un t-test non apparié bilatéral. **p<0.01, *p<0.05.

n.s : non significatif.
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2 Mécanismes impliqués dans le transfert et la présentation

croisée des antigenes provenant de cellules vivantes

Durant la seconde partie de ma thése, je me suis attachée a caractériser les mécanismes
moléculaires et cellulaires impliqués dans la présentation croisée d’antigenes provenant de
cellules vivantes par les DC. Nous souhaitions ainsi comprendre ce qui confére a une cellule

vivante sa capacité a fournir des antigénes.

Pour cela, nous avons éprouvé différents mécanismes potentiellement impliqués dans la
présentation antigénique, que j'ai évoqués dans l'introduction (partie 2.2, p.47). Tout
d’abord, afin de nous affranchir du « cross-dressing », qui correspond a |'échange de
complexes CMH-I/peptide d’une cellule vers I'autre, nous avons utilisé comme cellules
donneuses d’antigénes les cellules L exprimant des molécules du CMH-I d’haplotype H-2K¢,

incapables de présenter le peptide SIINFEKL de I'OVA.

2.1 La capture de matériel provenant de cellules vivantes est
dépendante du contact cellulaire, de la polymérisation de

I"actine, des récepteurs de type scavenger et de la PI3 Kinase.

Nous avons évalué I'implication de différentes molécules dans le transfert de matériel
provenant de cellules vivantes. Pour cela, nous avons réalisé des expériences de capture en
utilisant des cellules CCL-1 (équivalentes des cellules L) marquées avec un marqueur
lipophile, le DiD. Expérimentalement, les BMDC ont été prétraitées avec des inhibiteurs de
ces différentes molécules pendant 30min a 4°C. Elles ont ensuite été cultivées avec les
cellules L-DiD" en présence de ces mémes inhibiteurs pendant 3h & 37°C, puis marquées avec
un anti-CD11c. Le niveau de capture a été mesuré en cytométrie en flux en évaluant le
pourcentage de DC-CD11c’ exhibant un marquage DiD, correspondant aux événements
CD11c'DiD".

Nous avons tout d’abord évalué la nécessité d’un contact cellulaire en cultivant les BMDC
avec des cellules CCL-1-DiD* en présence ou non d’un transwell pendant 3h. Nous observons
que la capture de matériel membranaire dépend d’un contact cellulaire, puisque I'utilisation

du transwell empéche la capture efficace de matériel membranaire par les DC (Figure 5A).
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De plus, nous montrons que cette capture est un processus actif puisqu’elle est inhibée a 4°C
(Figure 5A et 5B).

Nous avons ensuite estimé I'implication de différentes molécules en traitant les BMDC
avec différents inhibiteurs : le PP2 (inhibiteur des kinases de la famille Src), le PP3 (controle
de PP2), la wortmanine (inhibiteur de la P13 Kinase), le polyG et le fucoidane (inhibiteurs des
récepteurs scavenger), le mannane (inhibiteur des récepteurs du mannose) ou la
cytochalasine D (inhibiteur de la polymérisation de I’actine), suivant le protocole indiqué
dans la partie « Matériels et Méthodes ». Nous montrons ainsi que le transfert de matériel
est dépendant de la polymérisation de I'actine (89% d’inhibition en présence de
cytochalasine D), de la PI3 Kinase (82% d’inhibition en présence de wortmanine) et des
récepteurs de type scavenger (respectivement 40% et 71% d’inhibition en présence de polyG
et de fucoidane). Les récepteurs du mannose ne semblent pas étre impliqués puisque nous
n’observons que 4% d’inhibition en présence de mannane. Enfin, nous avons observé une
légere inhibition du transfert en présence de PP2 (25% d’inhibition), suggérant que les

kinases de la famille Src ne sont que partiellement impliquées (Figure 5B).
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Figure 5 : la capture de matériel membranaire provenant de cellules vivantes dépend du contact
cellulaire, de la polymérisation de I'actine, des récepteurs de type scavenger et de la PI3K. (A, B)
Les BMDC ont été cultivées avec des cellules CCL-1 marquées au DiD a 4°C ou a 37°C pendant 3h. (A)
Les BMDC et les cellules CCL-1-DiD* ont été mises en culture dans le méme puits (ligne noire) ou
séparées par un transwell (ligne grise). (B) les BMDC ont été prétraitées avec les inhibiteurs indiqués
pendant 30min a 4°C. Elles ont ensuite été cultivées avec les cellules CCL-1-DiD* en présence de ces
mémes inhibiteurs pendant 3h a 37°C, puis marquées avec un anti-CD11c. Le niveau de capture a été
mesuré en cytométrie en flux en évaluant le pourcentage de DC-CD11c" exhibant un marquage DiD,
correspondant aux événements CD11c'DiD*. Expérience représentative de deux expériences
indépendantes.
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2.2 La présentation croisée a partir de cellules vivantes ne

dépend pas des exosomes

Comme nous I'avons vu, les exosomes sont des petites vésicules sécrétées naturellement
par les cellules qui peuvent contenir des protéines. Nous voulions donc vérifier si des
exosomes contenant de I'ovalbumine produits par les cellules L pourraient expliquer a eux
seuls le transfert d’antigénes. Bien que les expériences de transwell suggerent que cela n’est
pas le cas, la distance entre les cellules dans ces conditions pourrait empécher d’atteindre
une concentration en exosomes a proximité des DC suffisante pour traduire une réalité

physiologique et ainsi observer leur véritable effet.

Pour cela, nous avons récolté le surnageant de cellules L-OVA exprimant la forme
cytosolique de I'OVA. Les exosomes putatifs contenus dans ce surnageant ont été
concentrés par ultracentrifugation a 100 000g>*%. Les cellules L-OVA vivantes (L-OVA zVAD),
les cellules L vivantes (n’exprimant pas I'OVA), ou les différentes préparations d’exosomes
concentrés ont ensuite été mises en culture avec des BMDC pendant 16h. Les DC récupérées
ont alors été mises en culture avec I'hybridome T B3Z pendant 18h et leur activation a été
évaluée en mesurant I'activité de la [3-galactosidase (Figure 6). Dans cette expérience, que
nous n’avons réalisé qu’une seule fois, nous avons utilisé différents témoins : deux témoins
négatifs correspondant aux DC cultivées seules ou avec les cellules L; et deux témoins
positifs correspondant aux DC cultivées en présence de 1mg/ml de protéine OVA pure ou
avec des cellules L-OVA. Ces témoins sont nécessaires pour évaluer 1) si le test de
présentation croisé est fonctionnel et 2) la spécificité antigénique de la présentation croisée.
Malheureusement, dans cette expérience, nous avons eu un probléme avec un des témoins
négatif, les DC cultivées avec les cellules L, qui présentait un niveau anormalement élevé
d’activation de I’hybridome T B3Z. Compte tenu du recul que nous avons avec ce type
d’expérience, nous pensons qu’il s’agit d’un point aberrant, raison pour laquelle je ne I'ai pas
représenté sur la Figure 6. Néanmoins, il est indispensable que nous reproduisions cette

expérience.
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Figure 6 : La présentation croisée d’antigénes cellulaires a partir de cellules vivantes ne dépend pas
du transfert d’exosomes. Les DC ont été cultivées seules (-), avec de la protéine OVA (OVA), avec des
cellules L-OVA (L-OVA zVAD), ou en présence de différentes concentrations d’exosomes provenant
du surnageant concentré (1x, 10x, 30x, 60x) de cellules L-OVA vivantes pendant 16h. Les DC ont
ensuite été purifiées puis mises en culture avec les hybridomes T CD8" B3Z pendant 18h. L’activation

des hybridomes a été détectée par densité optique a 560nm apres |'ajout du substrat CPRG. Valeur

moyenne = SEM indiquée.

En se basant sur les témoins que nous avons, nous n’observons pas d’activation des
hybridomes T CD8" B3Z en présence de DC cultivées avec les différentes préparations
d’exosomes concentrés. Ce résultat indique que le transfert d’antigenes a partir de cellules

vivantes et la présentation croisée subséquente sont indépendants de la sécrétion

d’exosomes.
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2.3 Ce mécanisme de capture permet le transfert de molécules
de grosse taille au sein de structures qui s’apparentent aux

jonctions annulaires

Les expériences d’imagerie que nous avions réalisé avaient mises en évidence le transfert
de matériel membranaire (GFP-farnésylée) et cytosolique (CellTracker™ orange CMRA) de la
cellule vivante vers les DC sous forme de vésicules®®. Surtout, nous avions observé que ce
mécanisme de transfert permettait le passage d’une molécule de grande taille, la GFP (70
kDa), qui conservait sa conformation native apres transfert. Nous avons donc recherché quel
type de structure et de transfert de matériel entre deux cellules pouvait correspondre a ce
gue nous observions. Nous avons ainsi constaté que notre mécanisme d’acquisition de
matériel cellulaire s’apparentait aux jonctions annulaires (annular gap junction)**. Dans ces
structures, I'accolement de deux cellules induit la formation d’une plaque, correspondant a
I"'accumulation de jonctions gap constituées de Cx43, qui est internalisée au sein d’une des
cellules sous forme de vésicules. Ces vésicules sont donc constituées de matériels, dont la
Cx43, provenant des deux cellules. Nous avons donc voulu éprouver plus clairement
I’'hypothese selon laquelle la capture de matériel provenant de cellules vivantes fait

intervenir la formation d’une structure de type « jonction annulaire ».

Pour cela, nous avons utilisé des cellules L exprimant stablement la GFP ancrée a la
membrane plasmique (GFP farnésylée, GFP-F), que nous avons transfecté transitoirement
avec un plasmide codant pour la Cx43 fusionnée a la sonde fluorescente mCherry (Cx43-
mCherry). Ces cellules ont ensuite été cultivées avec des BMDC a un ratio 1 :1 pendant 1h a
37°C. Nous avons ainsi pu observer que les DC sont capables de capturer de la GFP et de la
Cx43 provenant de la cellule vivante sous forme de vésicules qui colocalisent avec le
marqueur d’endosome EEA-1 (early endosome antigen 1) (Figure 7). Ces résultats suggerent
donc lexistence d’un mécanisme de communication intercellulaire s’apparentant aux
jonctions annulaires permettant le passage d’antigénes de grande taille sous forme de

vésicules qui colocalisent avec les endosomes au sein des DC.
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Figure 7 : Internalisation de matériel provenant de cellules vivantes au sein de vésicules qui

colocalisent avec le marqueur EEA-1 des endosomes dans les DC. Les BMDC ont été cultivées avec
des cellules L-GFP-F (en vert), exprimant transitoirement la Cx43-mCherry (en rouge) pendant 1h a
37°C. les cellules ont ensuite été fixées, perméabilisées puis marquées avec un anticorps anti-EEA-1

(en bleu).

2.4 La connexine 43 n’est pas nécessaire pour la présentation

croisée d’OVA a partir de cellules vivantes ou apoptotiques

Comme je l'ai évoqué dans l'introduction, les jonctions gap permettent le passage de
petites molécules entre les cellules. Ainsi, plusieurs études ont montré que les DC pouvaient
acquérir des antigenes provenant de cellules sous forme de peptides via les jonctions gap

constituées de Cx43 afin d’activer les lymphocytes T CD8" par présentation croisée™>'*>4,

Compte tenu de ces travaux et de ce que nous avons observé en microscopie, nous avons
décidé d’interroger directement le réle de la Cx43 dans le transfert et la présentation croisée
d’antigenes provenant de cellules vivantes. Pour répondre a cette question, nous avons
généré des cellules L-OVA dans lesquelles nous avons éteint I'expression de la Cx43 a 'aide
d’un lentivirus contenant un shRNA dirigé contre la Cx43. Nous avons ainsi pu obtenir des
cellules L-OVA dont I'expression de Cx43 est réduite de 90% (Figure 8A). Nous avons

également contrélé que ces cellules exprimaient un niveau comparable d’OVA (Figure 8B).

Afin d’évaluer le role de la Cx43 sur la présentation croisée, nous avons effectué des
expériences fonctionnelles in vivo (Figure 8C). Expérimentalement, les BMDC ont été

cultivées seules, avec de la protéine OVA, avec des cellules L vivantes ou apoptotiques, avec
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des cellules L-OVA vivantes ou apoptotiques, ou avec des cellules L-OVA dans lesquelles
I'expression de la Cx43 a été éteinte par shRNA pendant 16h. Les BMDC ont ensuite été
purifiées puis injectées a des souris dans lesquelles des cellules T CD8" spécifiques du
peptide SIINFEKL de I'OVA (cellules OT-lI) marquées au CFSE ont été transférées
adoptivement la veille. Trois jours plus tard, les rates des souris ont été prélevées et la

prolifération des cellules OT-I évaluée par mesure de dilution du CFSE.

Nous avons observé que la prolifération des cellules OT-I était identique que les cellules
L-OVA expriment ou pas la Cx43. Ainsi, bien que la Cx43 soit présente dans les vésicules
internalisées (Figure 7), sa présence n’est pas indispensable a la présentation croisée a partir

de cellules vivantes par les DC.
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Figure 8 : La Cx43 n’est pas essentielle a la présentation croisée de cellules vivantes par les DC. (A)
Expression de I'OVA (ligne noire) dans les cellules L-OVA et L-OVA éteintes pour la Cx43, comparé aux
cellules L (histogramme gris). (B) Efficacité de I'extinction de la Cx43 évaluée par Western blot. Le
lysat de 0,5 x10° de cellules L-OVA et de cellules L-OVA dans lesquelles I’expression de la Cx43 a été
éteinte par shRNA (Cx43 shRNA) a été analysé avec un anti-Cx43 et un anti-Akt (comme témoin de
charge). (C) Les BMDC ont été cultivées seules (-), en présence de la protéine OVA (OVAp), avec des
cellules L apoptotiques (Apop. L cells) ou vivantes (Live. L cells) ou des cellules L-OVA éteintes ou non
pour la Cx43 vivantes (Live L cells OVA) ou apoptotiques (Apop. L cells OVA) pendant 16h. Les DC ont
ensuite été purifiées puis injectées en i.v. a des souris C57BL/6 CD45.2 (n=3 par groupe) dans
lesquelles des cellules T CD8" spécifiques du peptide SIINFEKL de I'OVA (cellules OT-I CD45.1/CD45.2)
marquées au CFSE ont été transférées adoptivement la veille. Trois jours plus tard, les rates des
souris ont été prélevées et la prolifération des cellules OT-1 évaluée par mesure de dilution du CFSE.

Valeur moyenne + SEM indiquée. Expérience représentative de deux expériences indépendantes.
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2.5 Le role des signaux « eat-me » et « don’t eat-me » dans la

capture de matériel provenant de cellules vivantes

Dans cette derniére partie de mon travail, j’ai essayé de définir ce qui confére a une
cellule vivante sa capacité a fournir des antigénes. En effet, nous faisions I’"hypothése que
certains états occasionnant un stress pourraient favoriser la reconnaissance des cellules
vivantes par les DC et donc le transfert d’antigénes, en rompant I’équilibre entre les signaux
« eat me » et « don’t eat me » exprimés par ces cellules. Ces signaux, que j’ai largement
évoqué dans mon introduction, permettent aux cellules phagocytaires de différencier les
cellules apoptotiques ou subissant un stress cellulaire, qui doivent étre reconnues et
capturées, des cellules vivantes non stressées, qui doivent a priori étre « ignorées ». Ainsi, il
a été montré que I'expression membranaire de la calréticuline (CRT) sur certaines cellules
apoptotiques correspondait & un signal « eat-me »”°. A l'inverse, I'expression de CD47 est

largement considéré comme un signal « don’t eat me »”"*%

. Des travaux ont également
montré qu’il existe une étroite relation entre I’expression de la CRT et celle de CD47. Lors de
I'apoptose, elles s’expriment sous forme de patches éloignés I'un de I'autre laissant la CRT
en contact avec la cellule phagocytaire®’. De plus, dans les cellules tumorales humaines, la
forte expression de la CRT est contrebalancée par la forte expression du CD47, et le blocage

de CD47 permet d’augmenter la phagocytose dépendante de la CRT**

. Compte tenu de ces
éléments, nous avons décidé de nous focaliser sur I'implication de la CRT et CD47 dans le

transfert de matériel provenant de cellules vivantes.

Nous avons tout d’abord évalué le niveau d’expression de la CRT et CD47 sur les cellules
CCL-1 en cytométrie en flux (Figure 9A). Nous avons également vérifié |’expression de Sirpa,
récepteur de CD47, sur les BMDC (Figure 9B). Nous avons ainsi pu montrer que la CRT et
CDA47 étaient fortement exprimés sur les cellules CCL-1, ainsi que Sirpa sur les BMDC. Nous
avons ensuite estimé I'effet d’un peptide bloquant la CRT et d’un anticorps neutralisant anti-
CD47 sur la capture de matériel provenant de cellules vivantes par les DC. Les cellules CCL-1
et les BMDC ont donc été prétraitées avec différentes concentrations de peptide bloquant et
d’anticorps neutralisant pendant 30 min a 4°C. Au préalable, les cellules CCL-1 ont été
marquées au CellTracker™ Orange CMRA, (marqueur de viabilité qui marque les protéines
cytosolique). Les BMDC et les cellules CCL-1 ont ensuite été mises en culture en présence de
ces mémes inhibiteurs pendant 3h a 37°C, puis marquées avec un anti-CD11c. Le niveau de
capture a été mesuré en cytométrie en flux en évaluant le pourcentage de DC-CD11c"
contenant du matériel cellulaire marqué au CellTracker™ Orange CMRA provenant des

cellules vivantes.
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En présence de peptide bloquant la CRT, et de facon dose-dépendante, la capture de
matériel cytosolique provenant des cellules vivantes par les BMDC est diminuée. En
revanche, nous n’avons pas observé d’augmentation de capture en présence de |'anticorps

anti-CD47, méme a de fortes doses (Figure 9C).

CD47 Calreticulin Sirpa

4°C
IgG Isotype 20pug/ml
a-CD47 5pg/ml
a-CDA47 10pg/mi
a-CD47 20pug/ml
CRT blocking pept 1ug/ml
CRT blocking pept 4ug/ml
CRT blocking pept 10pg/ml
0 20 40 60 80 100

% uptake inhibition

Figure 9: L’expression de la calréticuline est impliquée dans la capture de matériel cytosolique
provenant de cellules vivantes par les DC. (A) les niveaux d’expression de la CRT et de CD47 sur les
cellules CCL-1 (A) et de Sirpa. sur les DC (B) ont été évalués en cytométrie en flux. (C) Les cellules CCL-
1 et les BMDC ont été prétraitées avec différentes concentrations de peptide bloquant la CRT (CRT
blocking pept) ou d’anticorps neutralisant anti-CD47 (a-CD47) pendant 30 min a 4°C. Au préalable,
les cellules CCL-1 ont été marquées au CellTracker™ Orange CMRA. Les BMDC et les CCL-1 ont
ensuite été mises en culture en présence de ces mémes inhibiteurs pendant 3h a 37°C, puis
marquées avec un anti-CD11c. Le niveau de capture a été mesuré en cytométrie en flux en évaluant
le pourcentage de DC-CD11c’ contenant du matériel cellulaire marqué au CellTracker™ Orange
CMRA provenant des cellules vivantes. Expérience représentative de trois (A) et de deux (B, C)

expériences indépendantes.
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2.6 Modele de travail

Compte tenu des résultats que nous avons obtenus, nous pouvons affirmer que la capture
d’antigenes provenant de cellules vivantes par les DC nécessite un contact cellulaire et ne
dépend ni du cross-dressing ni des exosomes. Cette capture permet le transfert de
molécules de grosse taille au sein de structures qui s’apparentent aux jonctions annulaires,
mais ne nécessite pas la présence de la Cx43. De plus, I'expression de récepteurs de type

scavenger par les DC et de la CRT par les cellules vivantes semble requise (Figure 10).

Antigendonor live cell

CRT peptide block

Cytochalasin D

Fucoidan
PolyG DendriticCell

EEA-1: Early Endosome Antigen 1 :
ScaR: Scavenger Receptor
CRT: Calreticulin o EEA-1

Figure 10 : Modéle illustrant les différentes étapes et molécules impliquées dans le transfert de

matériel provenant de cellules vivantes par les DC.
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Discussion
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Notre équipe avait précédemment montré que la présentation croisée d’antigenes
provenant de cellules vivantes de mélanome (B16) par les DC induisait une forte protection
contre l'implantation létale d’'une tumeur dans un modéle d’immunisation de type

prophylactique®®

. Lors de ma thése, j’ai pu montrer que l'injection de DC chargées avec des
cellules vivantes B16 protege également les souris dans un modeéle de type thérapeutique.
De plus, les DC mises en culture avec des cellules B16 vivantes induisent une protection bien
plus efficace et une immunisation plus forte que celles chargées avec des cellules B16
apoptotiques. Nous avons donc voulu comprendre ce qui conférait aux cellules vivantes
cette meilleure immunogénicité et par quels mécanismes ces dernieres étaient capturées

par les DC.

1 Les cellules vivantes comme source d’antigenes en

immunothérapie anti-tumorale

1.1 Qu’est-ce qui explique la meilleure immunogénicité des DC

chargées avec des cellules vivantes ?

La capacité des DC a déclencher une réponse lymphocytaire effectrice dépend a la fois de
leur état de maturation mais également des cytokines qu’elles produisent. Parmi les
cytokines clés produites par les DC, I'lL-12 est nécessaire a la polarisation de la réponse T
vers un profil de type Th1l, c'est-a-dire une immunité cellulaire qui favorise I'activation des
lymphocytes T CD8" en lymphocytes T effecteurs cytotoxiques, permettant I’élimination des
cellules infectées ou transformées. Au contraire, I'lL-10, principalement sécrétée par les DC
et les cellules T régulatrices, est une cytokine plutot tolérogene qui peut inhiber I’activation

des lymphocytes T*%®

. Ces deux cytokines jouent donc un réle opposé dans le systeme
immunitaire et c’est I'équilibre de leur production qui permet d’orienter une réponse vers
une tolérance ou une immunité. Afin d’obtenir une réponse anti-tumorale, dans nos
modeles d'immunisation, nous avons ajouté du LPS et de I'lIFNy, afin de faire maturer les DC.
Dans ces conditions, nous n’avons pas observé de différence significative en termes de
niveau d’expression des molécules du CMH et de costimulation ou de production de I'lL-12
entre les DC mises en culture avec des cellules apoptotiques et celles mises en culture avec
des cellules vivantes. Ceci témoigne que dans les deux cas, les DC sont fonctionnellement

matures. En revanche, nous avons observé que les DC chargées avec des cellules B16
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apoptotiques produisaient plus d’IL-10 que celles chargées avec des cellules B16 vivantes, ce

qui pourrait leur conférer des propriétés tolérogenes.

Ces expériences montrent que les réponses observées en immunothérapie ne semblent
pas étre la conséquence d’une différence de maturation des DC lorsqu’elles sont cultivées
avec des cellules apoptotiques ou vivantes, mais plutot, au moins en partie, d’une différence

de production d’IL-10 tolérogéene.

L'état de conservation des antigenes est un parametre trés important en
immunothérapie basée sur les DC puisque I'induction d’une réponse immunitaire T effectrice
dépend de la quantité et de la qualité de I'antigéne®*'. Ce paramétre est non seulement
essentiel lors de la réponse primaire mais également pour I'induction d’un répertoire T le
plus large possible et la mise en place d’'une mémoire. Il a déja été montré, dans un modele
tumoral de mélanome, que l'apoptose induit la dégradation et la perte de matériel
antigénique®*. En effet, dans cette étude, les auteurs montrent que I'antigéne Melan-A est
détruit par irradiation U.V. alors que d’autres antigénes, tels que gp100, sont conservés. Ici,
nous avons montré par des expériences de western blot, que les antigénes (TRP2, gp100 et
OVA) sont fortement dégradés dans les cellules apoptotiques, alors qu’ils sont conservés
dans un état natif dans les cellules vivantes. Ainsi, dans les cellules vivantes, le protéome
serait moins dégradé, ce qui leur permettrait de conserver le répertoire antigénique,
favorisant une meilleure immunité. Au contraire, dans les cellules apoptotiques, le protéome
serait plus altéré et la dégradation des antigénes pourrait avoir un impact sur la présentation

croisée, la rendant moins efficace.

Il a été montré que les cellules apoptotiques sont une source d’antigénes prédigérés qui

22 De plus, dans le cadre de

pouvaient emprunter la présentation croisée dans les DC
réponses anti-VIH, ces antigenes, dont la formation dépend de l'activité des caspases,
participeraient a l’activation immunitaire systémique pendant la phase chronique de
I'infection VIH**>. Cependant, compte tenu de nos résultats, nous avons rapidement émis
I’hypothese que la dégradation des antigenes dans les cellules apoptotiques pouvait étre
responsable des différences observées entre les DC chargées par des cellules vivantes et
celles chargées avec les cellules apoptotiques. Ainsi, dans une cellule apoptotique, la
présence en moindre quantité d’antigénes disponibles pour les DC se traduirait par la
formation d’un nombre plus faible de complexes CMH-I/peptide et donc une moins bonne
efficacité de présentation croisée. Pour tester cette hypothese, dans un premier temps, nous
avons essayé d’évaluer la quantité de complexes CMH-I/SIINFEKL formés a la surface des DC

chargées avec des cellules L-OVA vivantes ou apoptotiques a |'aide de I'anticorps 25-D1. En
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nous fondant sur les travaux de Burgdorf et al en 2007°*°

, hous avons vainement essayé de
mesurer la formation de ce complexe en microscopie confocale. Nous n’avons pas rencontré
plus de succeés concernant l'utilisation de l'anticorps 25-D1 en cytométrie en flux. Les
conseils pris dans d’autres laboratoires spécialisés montrent que nous ne sommes pas les
seuls & avoir rencontré ces difficultés®*’. C’est pourquoi nous avons finalement réalisé des
expériences fonctionnelles en dose/réponse avec des hybridomes T CD8" B3Z spécifiques du
peptide SIINFEKL de I'OVA, et dont l'activation est indépendante des molécules de
costimulation. Ces cellules nous ont permis d’évaluer indirectement le niveau d’expression
des molécules du CMH-I complexées au peptide SIINFEKL. Ainsi, nous avons montré que le
nombre de complexes CMH-I/SIINFEKL formés a la surface des DC était plus important avec
les cellules vivantes qu’avec les cellules apoptotiques comme cellules donneuses

d’antigenes.

1.2 La conservation des antigenes sous leur forme native : est-ce

une bonne chose ?

Au vu des travaux de Blachére et al et de nos résultats, I'impact de la conservation de
I'antigene sur la présentation croisée peut étre envisagé selon deux scénarii. Dans le
premier, la mort par apoptose pourrait fournir des antigenes prédigérés par les caspases, qui
seraient « prét a l'emploi» par la DC pour une activation rapide du systéme

immunitaire®®?%,

Dans ce cas, les cellules apoptotiques sélectionneraient, dans une
certaine mesure, les antigénes nécessaires a I'activation des lymphocytes T CD8". Dans le
second scénario, les cellules vivantes fourniraient un large panel d’antigénes natifs, dont le
correct apprétement serait entierement sous le contréle de la DC. Cette notion est
importante dans le cadre du cancer car certains épitopes ont un caractére immunodominant
au début du développement tumoral mais peuvent étre remplacés par d’autres épitopes au

338 Dans ce

cours de I'évolution du cancer : on appelle ce phénomene « I'immunoediting »
contexte, il est concevable que la destruction de certains antigénes au début de la réponse
immunitaire anti-tumorale puisse passer inapergue, s’il s’agit d’antigénes non
immunodominants, mais, au contraire, avoir des conséquences plus grave au cours de

I’évolution de la maladie, s’ils deviennent immunodominants.

Ces deux scénarii dépendent de l'antigene dégradé. En effet, si I'épitope dominant
contient un site de clivage par les caspases, la prédigestion de I'antigéne sera mauvaise car
celui-ci sera détruit. Au contraire, si I'épitope ne contient pas de site de clivage par les

caspases, cela permettrait d’accélérer et d’améliorer la présentation croisée en fournissant
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des antigénes rapidement aux DC. Cette prédigestion peut donc étre positive dans le cas ou
une réponse rapide envers certains antigenes immunodominants est nécessaire. Cependant,
elle peut s’avérer négative dans le cas ou la diversification du répertoire est nécessaire pour

contrecarrer 'immunoediting.

1.3 Cellules vivantes vs. cellules apoptotiques dans

I'immunothérapie anti-tumorale

Jusqu’a récemment, seules les cellules apoptotiques étaient considérées comme une
source d’antigenes cellulaires efficace pour la présentation croisée. Ainsi, les protocoles
d’'immunisation utilisant des DC chargées avec des cellules tumorales entieres n‘ont été
réalisés qu’avec des cellules tumorales apoptotiques, négligeant la possibilité d’utiliser des
cellules tumorales vivantes. Nous avons en effet observé dans nos expériences, que méme si
la réponse T CD8" anti-tumorale induite par les cellules apoptotiques via les DC était moins
efficace que celle induite par les cellules vivantes, elles sont capables d’induire une
protection contre la tumeur. Cela signifie donc que dans les cellules apoptotiques, une partie
suffisante des épitopes ne sont pas ou peu dégradés, ou que la dégradation des antigenes
permet au contraire d’optimiser leur apprétement subséquent dans la DC. Cependant, tous
les antigénes ne résistent pas a la mort cellulaire (apoptose ou nécrose), et moins la cellule
contient de I'antigene (ou plus elle dégrade ses antigénes), moins elle sera une source
d’antigene efficace pour la présentation antigénique. L'utilisation de cellules vivantes
comme source d’antigéne en immunothérapie serait donc trés pertinente pour fournir des
antigenes de bonne qualité et en grande quantité aux DC. La principale objection contre
I'utilisation de cellules tumorales vivantes concerne leur caractere dangereux. En effet,
I'utilisation de cellules apoptotiques dans le cadre de l'immunothérapie anti-tumorale
semble plus sécurisée que l'utilisation de cellules vivantes, dont il faut s’assurer qu’elles ne
soient pas injectées avec les DC lors de I'immunisation. Pour éviter tout danger, dans notre
étude, les DC ont été irradiées (gamma, 100 Gy) avant I'immunisation pour mettre hors
d’état de nuire tous cellules tumorales vivantes contaminantes. Cette irradiation aurait pu
compromettre leur cheminement vers les zones de stimulation des lymphocytes T, mais elle

n’a pas empéché I'immunisation ni la protection.

L'utilisation de cellules vivantes comme source d’antigéne devrait donc étre prise en
compte pour I'amélioration des protocoles d'immunothérapie, car les antigenes tumoraux
natifs qu’elles fournissent peuvent étre efficacement apprétés par les DC spécialisées pour la

présentation croisée. D’autres part, les traitements par chimiothérapie ou radiothérapie
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sont actuellement poussés au maximum pour détruire la plus grande proportion possible de
la tumeur, ce qui induit une morbidité importante. Si on considére I'immunogénicité des
cellules vivantes, on pourrait envisager de traiter de fagon moins drastique dans le but de
mieux stimuler les réponses immunitaires. Des protocoles de ce type sont envisagés chez la

souris pour la suite de ce projet.

Compte tenu de nos résultats, et du potentiel danger d’utiliser des cellules vivantes, il
serait cependant utile de réévaluer les protocoles d'immunothérapie utilisés actuellement
avec des cellules apoptotiques. En effet, il faudrait pouvoir évaluer I'impact des différents
protocoles d’induction d’apoptose sur la dégradation des antigenes. L'immunogénicité d’une
apoptose, recherché dans ces protocoles, pourrait étre le reflet, non seulement de
I'induction de signaux « eat-me » de type CRT*®, mais aussi d’une meilleure conservation des

antigenes.

2 Mécanisme de capture des cellules vivantes

Nos expériences montrent que le transfert de matériel provenant de cellules vivantes est
un phénomene actif qui nécessite un contact étroit avec les DC. Bien que la séparation des
DC et des cellules vivantes a 'aide d’un transwell soit déja un argument en défaveur de
I'implication des exosomes, nous avons tout de méme évalué plus directement le potentiel
d’exosomes concentrés provenant du surnageant de cellules vivantes sur la présentation
croisée. Ainsi, nous avons pu montrer que les exosomes ne pouvaient pas expliquer a eux
seuls la présentation croisée d’antigenes cellulaires a partir de cellules vivantes. Cela ne
signifie pas que les exosomes ne puissent étre un mécanisme de transfert d’antigénes
provenant de cellules vivantes en général, mais que cela n’est pas le cas dans notre
modele/systeme. Néanmoins, il est impératif que nous reproduisions cette unique
expérience pour confirmer notre résultat. Nous pourrions également utiliser des shRNA
dirigés contre les GTPases Rab7a et Rab7b dans les cellules donneuses d’antigénes, afin
d’inhiber la sécrétion des exosomes™®, et définitivement nous assurer qu’ils n’interviennent

pas dans notre mécanisme.
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2.1 Existe-t-il des « Annular Gap Junction » sans Cx43 ?

Les images obtenues en microscopie suggérent le passage de molécules de grande taille
au sein d’une structure qui pourrait s’apparenter aux jonctions annulaires (« Annular Gap
junction »). En effet, nous avons observé le passage de matériel cellulaire sous une
conformation native (protéine GFP de 70kDa) colocalisant partiellement avec le marqueur
d’endosomes précoces EEA-1 dans la DC. De plus, nous avons observé la présence de la Cx43
au sein des vésicules d’internalisation contenant de la GFP, provenant des cellules vivantes.
Nous avons donc recherché quel type de structure et de transfert de matériel entre deux
cellules pouvait correspondre a ce que nous observions. Nous avons ainsi constaté que notre
mécanisme d’acquisition de matériel cellulaire s’apparentait aux jonctions annulaires
(annular gap junction)®*?. Une intervention des Cx43 était d’autant plus pertinente qu’il a été
montré que le passage de peptides prédigérés (d’un poids maximal de 1,8 kDa) de la cellule
donneuse vers la DC, via le canal étroit des jonctions gap, permettait leur présentation

croisée¥13°

. La Cx43 étant présente dans nos structures, son implication possible dans la
présentation croisée de cellules vivantes a été évaluée en inhibant son expression dans nos
cellules donneuses d’antigenes a |'aide de shRNA spécifiques. Malgré ces faisceaux
d’arguments en faveur d’une implication de la Cx43, nous avons observé qu’une réduction
de 90% de son niveau d’expression dans les cellules L-OVA n’avait aucun effet sur la

présentation croisée.

Ainsi, bien que la Cx43 soit présente dans les vésicules internalisées par les DC, elle ne
semble pas indispensable pour la présentation croisée. Il est important de noter que nos
études en imagerie ont été réalisées avec des cellules L dans lesquelles nous avons
surexprimé la Cx3 couplée a une sonde fluorescente mCherry, ce qui pose la question du
caractere physiologique de sa localisation dans les vésicules. En effet, le fait qu’elle soit
exprimée fortement dans les cellules pourrait faciliter son transfert aspécifique vers la DC
lors d’échange de matériel membranaire et cytosolique. Il ne peut donc étre exclu que sans
surexpression, physiologiquement, la Cx43 ne soit pas transférée aux DC. De plus, sa
présence ne signifie pas qu’elle joue obligatoirement un réle dans ce phénomeéne : elle peut
étre présente comme toutes autres molécules localisées a la membrane plasmique lors de
I'accolement de deux cellules. Enfin, il est concevable que I'absence de la Cx43 puisse
provoquer l'augmentation de I'expression d’une autre connexine, qui puisse se substituer a
la Cx43.
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Afin d’évaluer le réle de la Cx43 dans un contexte plus physiologique, il serait intéressant
de réaliser des expériences in vivo. Cependant, de telles études sont rendues difficiles par le
fait que les souris déficientes pour la Cx43 ne sont pas viables en raison d’une déficience
cardiaque létale. Nous pourrions cependant utiliser le modéle de souris chimériques
développé par I'équipe de S. Taffet, dans lesquelles les cellules du foie feetal (récupérées
ente E12 et E14) provenant de foetus Cx43"*, Cx43"" ou Cx43”7 sont injectées dans des
souris sauvages irradiées létalement®*°. Aprés reconstitution du systéme immunitaire, nous
pourrions générer des BMDC Cx43” qui seraient utilisées dans des expériences de capture
d’antigenes et de présentation croisée. Ce modele nous permettrait d’évaluer I'impact de
I’extinction de la Cx43 sur la capture d’antigenes provenant de cellules vivantes par les DC et
de confronter nos résultats a ceux de cette équipe, qui n"a montré aucune différence dans la

capacité des macrophages Cx437 3 faire de la phagocytose®*.

L'absence d’effet de I'extinction de la Cx43 sur la présentation croisée indique que le
mécanisme de transfert d’antigéne que nous observons ne correspond pas stricto sensu aux
jonctions annulaires a Cx43. Pour autant, est-il concevable qu‘il puisse correspondre a un
équivalent de « jonction annulaire » ne faisant pas intervenir les Cx43 ? Est-il possible qu’une
telle structure, caractérisée par une double membrane plasmique, puisse se former
indépendamment de la Cx43 ? Des études de microscopie électronique sont nécessaires

pour vérifier s’il s’agit bien du méme type de structure.

2.2 Quid des signaux « eat-me » et « don’t eat-me »

Jusqu’a présent, nous avons utilisé des lignées de cellules immortalisées comme cellules
donneuses d’antigénes. Or nous savons que les cellules tumorales expriment des molécules
dont la glycosylation est altérée, ou encore des lipides oxydés ou acétylés. De plus, certaines
lignées cellulaires vivantes peuvent exprimer, comme les cellules apoptotiques, a leur
surface des molécules dites « eat-me » comme la calréticuline, normalement exprimée dans
le réticulum endoplasmique. Ces signaux sont connus pour favoriser la liaison et la
phagocytose des cellules apoptotiques par les DC ainsi que la présentation croisée®. A
I'inverse, les signaux « don’t eat-me » préviennent la phagocytose des cellules vivantes. La
molécule CD47, ligand de SIRP-a sur les DC, est impliquée dans ces signaux®’. Récemment,
des travaux réalisés par le laboratoire de I.L. Weissman ont montré que |'expression de la
calréticuline correspondait au signal pro-phagocytaire dominant sur de nombreuses cellules
tumorales et qu’elle pouvait étre contrebalancée par I'expression de CD47'%. Différents

travaux de ce laboratoire suggerent également que le blocage de CD47 permet d’augmenter
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la phagocytose des cellules tumorales et pourrait étre envisagé comme approche

thérapeutique'®*1%>1%,

Je souhaite porter I'accent sur le fait qu’il est important de considérer que les lignées
cellulaires vivantes que nous avons utilisées correspondent a des cellules vivantes
« stressées ». La notion de stress, son impact sur I'expression des signaux « eat-me » et
« don’t eat-me » par la cellule vivante et sur leur capacité a fournir de I'antigénes pour la

présentation croisée seront abordés ultérieurement.

Nous nous sommes donc focalisés sur la CRT et CD47 afin d’évaluer I'impact éventuel de
leur expression sur le transfert d’antigénes a partir de cellules vivantes. Nous avons tout
d’abord montré que les cellules CCL-1 (équivalentes des cellules L) vivantes employées dans
nos études exprimaient bien le CD47 et la calréticuline. Nous avons ensuite regardé I'effet
du blocage de CD47 ou de la calréticuline sur le transfert de matériel provenant de cellules
vivantes aux DC. Nous avons observé une inhibition du transfert de matériel lors de I'ajout
d’un peptide bloquant dirigé contre la CRT. Par contre, et bien que les cellules CCL-1
expriment fortement CD47, nous n’avons pas observé d’effet de I'anticorps bloquant dirigé
contre CD47 sur le transfert de matériel provenant de cellules vivantes. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que les cellules expriment des niveaux tres élevés de CD47, rendant
son blocage tres difficile. De plus, les études réalisées par d’autres équipes afin d’étudier le
role de CD47 sur la phagocytose ont été réalisées avec des macrophages et non avec des DC.
Le blocage de CD47 pourrait étre suffisant pour qu’un macrophage reconnaisse et capture
une cellule, mais pas pour une DC. En effet, il existe d’autres signaux « eat-me » et « don’t
eat-me » tels que la PS et le CD31, respectivement, qui jouent probablement de concert lors
de la reconnaissance d’une cellule apoptotique. Il est tout a fait concevable que bloquer un
seul de ces signaux ne soit pas suffisant pour qu’une DC puisse reconnaitre et capturer du
matériel provenant d’une cellule vivante. Le blocage simultané de CD47 et CD31 permettrait
peut-étre une augmentation de la capture. Enfin, il est a noter qu’aprés discussion avec
différents laboratoires s’intéressant a CD47, les résultats obtenus par I'équipe de I.L.

Weisman s’avérent difficilement reproductibles.
Dans notre étude, pour l'instant, nous n’avons évalué I'effet du blocage de la CRT et de

CD47 qu’au niveau de la capture de matériel. Ayant trouvé un effet du blocage de la CRT sur

cette capture, nous devrons I'éprouver sur la présentation croisée.
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2.3 Qu’en est-il des autres molécules ?

Quelles conclusions pouvons nous tirer des résultats obtenus avec les autres
inhibiteurs ? L’utilisation des ces inhibiteurs nous a permis de montrer que ce phénoméne
dépendait (1) de la polymérisation de I'actine, protéine impliquée dans quasiment tous les
modes d’endocytose ; (2) de I'action de la PI3 kinase, qui est également importante dans
certaines formes d’endocytose®*?>*?; (3) en partie des récepteurs de type scavenger, qui
sont trés importants pour la phagocytose des cellules apoptotiques et le nibbling des cellules

236,237

vivantes et (4) dans une moindre mesure des Src kinases, qui sont importantes dans la

phagocytose et I'endocytose des plaques de jonctions gap>**.

Dans cette étude, nous n’avons pas pu inhiber entierement la capture de matériel
cellulaire provenant de cellules vivantes, ni trouver une protéine majoritairement
responsable de ce phénomene, comme nous |'avions présupposé avec la Cx43. Ceci suggere
I'existence d’autres molécules et d’autres récepteurs pouvant étre impliqués dans ce
processus. L’endocytose, et plus particulierement la phagocytose des cellules apoptotiques,
est caractérisée par une redondance de différents récepteurs. En effet, de nombreuses
molécules peuvent étre impliquées : la PS, I'annexine V93, les intégrines aPs et awfs, le SR-B

17 Une seule de ces molécules ne peut expliquer

CD36%, la calréticuline® ou encore Clec9A
a elle seule le mécanisme de capture, probablement parce qu’elles agissent en combinaison.
En effet, la recherche de récepteurs impliqués dans la capture de cellules apoptotiques n’a
jamais abouti a 'identification d’un récepteur responsable a lui seul de la capture. Il en est
donc de méme pour la capture de cellules vivantes. A I'image des récepteurs de type
scavenger, la capture de matériel a partir de cellules apoptotiques et celle a partir de cellules

vivantes impliquent probablement un certain nombre de molécules communes.
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2.4 S’agit-il vraiment d’un nouveau mécanisme ?

2.4.1 S’agit-il de phagoptose ?

La reconnaissance de cellules vivantes par les macrophages a déja été observée pour (1)
les globules rouges agés>*®, car ces cellules ne meurent pas mais expriment la PS et
diminuent I'expression de leur CD47 lorsqu’ils sont agés, (2) les neutrophiles, qui expriment
constitutivement la CRT a leur surface®*® pouvant faciliter leur reconnaissance et leur
capture et (3) les lymphocytes T activés, qui expriment la PS et peuvent ainsi étre capturés
par les macrophages afin de réguler la réponse immunitaire*’. Dans ces différents cas, les
cellules meurent a la suite de la capture par les macrophages : ce phénomeéne a donc été
nommé « phagoptose »**® pour mettre I'accent sur la capture de cellules vivantes, et non
apoptotiques, ayant pour but la mort des cellules. Ce que nous observons pourrait
s’apparenter a de la phagoptose au détail prés que nos cellules donneuses d’antigenes
restent vivantes. Ainsi, bien que certaines cellules vivantes puissent étre reconnues et
phagocytées par des macrophages in vivo, il ne s’agit probablement pas du méme

mécanisme observé dans notre étude.

2.4.2 S’agit-il de « nibbling » ?

Rien ne permet réellement de distinguer notre mécanisme du « nibbling », décrit et

défini pas les travaux de S. Barrat-Boyes'>***®

(discuté dans l'introduction, chapitre 2.2.4
p.53). Ce que nos travaux apportent de nouveau par rapport a la définition classique du
nibbling, c’est la notion de transfert de matériel natif d’'une cellule vivante vers une DC, et Ia
potentielle intervention, encore non démontrée, d’'une jonction annulaire. Cela permet-il ou

non de le différencier du nibbling...
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3 Les cellules vivantes et la réponse immunitaire

Le fait que les cellules vivantes puissent étre une source d’antigénes souléve de
nombreuses interrogations. Une des premieres concerne le réle physiologique du transfert
de matériel antigénique provenant de cellules vivantes dans [linduction d’une
immunogénicité ou d’une tolérance, une question jusqu’a présent adressée uniquement

pour les cellules apoptotiques?®>*°

. Aussi, sachant que les cellules ne sont pas des entités
fixes et qu’elles peuvent se retrouver dans différents états, il est intéressant de définir ce qui
permet a une cellule vivante de devenir une cellule donneuse d’antigenes. Nous verrons que
la distinction entre une cellule vivante, stressée ou en pré-apoptose n’est pas si évidente.
Enfin, nous pouvons aussi nous interroger sur le type de DC qui serait le plus efficace a

capturer les cellules vivantes dans un contexte physiologique.

3.1 De la cellule vivante a la cellule nécrotique: notion de

continuum

Les cellules ne sont pas des entités fixes mais peuvent exister dans différents états (état
d’équilibre, état d’activation, infection, transformation tumorale, activité métabolique
intense, autophagie, etc.). L'état d’une cellule peut donc étre envisagé comme un continuum
allant de la cellule vivante « au repos » a la cellule apoptotique ou en nécrose secondaire en
passant par la cellule « stressée ». L’'un des moyens de juger de I'état d’'une cellule est, entre
autres, d’examiner I'état d’équilibre des signaux « eat-me » et « don’t eat-me » qu’elle
exhibe. Ainsi, une cellule soumise a un stress exprimera des sighaux « eat-me » ou diminuera
I’expression de ces signaux « don’t eat-me », ce qui permettra sa reconnaissance. Cet état de
stress persistant, le déséquilibre signaux « eat-me »/« don’t eat-me » s’accentuera et la
cellule s’engagera dans I'apoptose si le stress cellulaire n’est pas irréversible. La Figure 1
représente les différents états que peut rencontrer une cellule lors de sa vie, ainsi que les
signaux qui y sont associés. Cependant, les différents « paliers » gouvernant cette
progression sont difficiles a délimiter car une cellule simplement stressée et une cellule pré-
apoptotique peuvent exprimer les mémes signaux de reconnaissance. Ainsi, comment
distinguer une cellule « destinée » a mourir d’une cellule « simplement stressée » qui n’est
pas engagée dans un processus de mort cellulaire ? On peut se demander ou se situe le
« point de non retour» a partir duquel la cellule est engagée dans un processus

apoptotique.
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Le passage d’une étape a l'autre est donc trés difficile a évaluer et il existe une « zone
d’ombre » dans laquelle on ne peut pas évaluer avec certitude si la cellule est stressée mais

vouée a rester vivante ou stressée en pré-apoptose.

Cellule Cellule Cellule Apoptose Apoptose Nécrose
vivante stressée stressée + précoce tardive secondaire
1 1 1
I
I ?
I
1 1 - 1 -
+++ +++ ++ ++ +
PS +/- + ++ ++ +++ +++
CRT +/- + ++ ++ +++ +++
PI - - - - - +

Figure 1 : Continuum d’une cellule vivante a une cellule en nécrose secondaire. Les cellules vivantes
expriment fortement le CD47 afin d’éviter leur capture. Notons cependant que lors de leur activation
les lymphocytes T, ou les neutrophiles peuvent exprimer la PS ou la CRT, respectivement. Lorsqu’une
cellule est stressée (par un stress oxydatif par exemple), elle exprime dans un premier temps la PS
puis la CRT. Lorsque la cellule est soumise a un stress plus important, suite a une infection
bactérienne, ou lorsqu’elle entame un processus de transformation tumorale, I'expression de signaux
« eat-me » va augmenter concomitamment avec la diminution des signaux « don’t eat-me ». Si la
cellule entre dans un processus d’apoptose, elle va alors redistribuer ces molécules de telle sorte que
le CD47 soit exclu de la PS et de la CRT, facilitant ainsi la capture tout en étant entiere. Finalement, si
la cellule apoptotique n’est pas prise en charge par les phagocytes (suite a un défaut de recrutement
ou a une inflammation incontrélée), la cellule entre en nécrose secondaire et devient perméable. Les
lignes pointillées représentent une zone d’ombre dans laquelle les cellules, bien qu’elles puissent
étre dans des états différents, ont une morphologie et une expression de sighaux « eat-me » et
« don’t eat-me » similaire. Il est alors difficile de déterminer a quel moment la cellule « stressée » a

atteint un point de non retour a partir duquel elle s’engage dans le processus d’apoptose.

3.2 Quelle pourrait étre l'issue immunologique du transfert

d’antigene a partir de cellules vivantes ?

Nous faisons I’hypothése que le transfert d’antigene de cellules vivantes et la nature de
la réponse immunitaire qui en découle, immunité ou tolérance, vont dépendre du niveau du
stress des cellules donneuses d’antigenes et des signaux de danger associés. Le transfert
d’antigene a partir de cellules en état d’équilibre pourrait étre impliqué dans le maintien de

la tolérance périphérique, par exemple au sein de tissus dans lesquels le taux d’apoptose est
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faible. Inversement, si ce transfert est associé a un signal de danger/maturation, notamment
infectieux (comme le LPS), il pourrait engendrer une réponse immunogéne. Dans nos études
d’'immunisation, les expériences ont été effectuées avec des DC matures (stimulées par le
LPS et IFNy), de facon a obtenir une activation des lymphocytes T CD8" suffisante pour
induire une réponse immunitaire efficace contre la tumeur. Il serait donc trés intéressant de
comparer le type de réponse, tolérogéne (« cross-tolerance ») ou immunogéene
(« cross-priming »), obtenu avec des DC cultivées avec des cellules vivantes dans différents
états (cellules non transformées comme les MEFs, cellules tumorales, cellules infectées,
etc.). Nous voulons ainsi comprendre quels signaux sont nécessaires a une cellule vivante
pour devenir donneuse d’antigene et rendre la DC immunogene (Figure 2). Comme nous
I'avons vu, I'état de la cellule source d’antigene vivante influe trés probablement sur I'état
de I'antigene et la nature du signal délivré a la DC. Cet état devrait conduire a des voies

d’apprétement et de signalisation différentes, et donc a une polarisation différente des

réponses T.
Vivantes « don’t eat-me »
- /\l Tolérance ?
Stressées
Transfert O

antigen >O DC

N\

« eat-me »

Etat de la cellule

Apoptotiques Immunogénicité ?

Nécrotiques

Figure 2 : Etat de la cellule donneuse d’antigéne et issue immunologique du transfert d’antigéne.
La cellule donneuse d’antigéne peut exister dans plusieurs état, allant de la cellule vivante « au
repos » a la cellule apoptotique ou en nécrose secondaire en passant par la cellule « stressée ».
Certains états pourraient favoriser la reconnaissance des cellules par les DC et donc le transfert
d’antigénes, en rompant I’équilibre entre signaux « eat me » et « don’t eat me ». L’état de la cellule
pourrait également avoir une influence sur la nature de la réponse, immunité ou tolérance, qui

découle du transfert de I'antigéne et sa présentation par les DC.
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3.2.1 Cellules vivantes et tolérance périphérique

Il a été clairement démontré par de nombreuses équipes que la présentation croisée
d’antigene provenant de cellules apoptotiques était un évenement essentiel a

I'établissement d’une tolérance périphérique®**3°%3°13>2

. Mais dans toutes ces études,
I'hypotheése d’une participation des cellules vivantes a toujours été négligée. A titre
d’exemple, I'équipe de T. Brocker a montré que des lymphocytes T CD8" autoréactifs et
fonctionnels s’accumulaient dans les ganglions de souris RIP-mOVA (exprimant I'OVA
membranaire dans les cellules § du pancréas et les cellules rénales tubulaires) croisées avec
les souris Rac1(N17) (exprimant un mutant négatif dominant de la GTPase Racl sous le
contrdle du promoteur CD11c), qui présentent un défaut de capture de cellules mortes®*33,
La présence de ces cellules, normalement éliminées, pourrait étre délétere en cas
d’inflammation car elles s’activeraient et pourraient ainsi étre responsable du
déclenchement d’une auto-immunité. Bien que Racl soit essentiel a la capture et a la
présentation croisée de cellules apoptotiques®>, rien de permet d’exclure que cette GTPase
intervienne également dans la capture de matériel vivant. En effet, Racl est associé a des
récepteurs connus pour reconnaitre les cellules apoptotiques (comme CD36 et les intégrines
avPs et ayPs), mais pourrait aussi étre associé a d’autres récepteurs impliqués aussi bien
dans la capture de cellules apoptotiques que vivantes. L'injection d’une grande quantité de
cellules apoptotiques dans cette étude pourrait tres bien empécher les DC de capturer des
cellules vivantes et ainsi orienter la capture vers les cellules apoptotiques. Ainsi, il est tout a
fait envisageable que des cellules vivantes des ilots de Langerhans puissent étre capturées
par les DC et les antigénes de ces cellules présentés aux lymphocytes T CD8" par

présentation croisée, et ainsi contribuer a la tolérance périphérique.

3.2.2 Cellules vivantes et immunité

Il est aujourd’hui admis que le systéme immunitaire intervient dans la surveillance des
tumeurs. Comme nous l'avons rapidement vu, trois phases appuient I'hypothese de
I'immunoéditing : la phase de I’élimination, la phase d’équilibre et la phase d’échappement.
La phase d’élimination n’a encore jamais été observée in vivo et les mécanismes alertant le
systeme immunitaire de la présence d’une cellule tumorale en développement sont encore
mal connus. Pour le moment trois mécanismes principaux ont été retenus comme ayant un
réle important lors de cette phase : il s’agit (1) du relargage d’IFN de type | dés les phases
précoces du développement de la tumeur, qui permet I'activation des DC et I'activation du

systeme immunitaire ; (2) de la présence de DAMPs sécrétés directement par les cellules
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tumorales mourantes ou par les tissus endommagés environnant ; et (3) de ligands de stress
(RAE-1 et H60 chez la souris ou MICA/B chez 'Homme) exprimés par les cellules tumorales et
qui permettent I'activation de certaines cellules de I'immunité innée et favorisent en retour
un environnement inflammatoire facilitant le développement d’une réponse adaptative anti-

tumorale®”®

. Ces deux derniers mécanismes suggérent fortement que les cellules tumorales
vont mourir sous 'action des cellules de I'immunité innée comme les NK par exemple, puis
étre prises en charge par les DC pour une activation efficace du systéme immunitaire.
Lorsque ces mécanismes ont été explorés, la présentation croisée d’antigénes provenant
de cellules vivantes n’avait pas encore été démontrée. Or, sachant que cette présentation
est aussi efficace, voire meilleure, que celle a partir de cellules apoptotiques, on peut tout a
fait imaginer que les cellules tumorales en début de développement, qui peuvent exprimer
des molécules de stress, puissent étre capturées par les DC lorsqu’elles sont encore vivantes.
La capture de matériel provenant de cellules tumorales vivantes pourrait ainsi contribuer a
la présentation croisée d’antigénes tumoraux et donc a 'activation de lymphocytes T CD8"
cytotoxiques permettant I’élimination de la tumeur, lors de la premiere phase d’élimination.
Ainsi, les DC n’auraient pas « a attendre » que la cellule tumorale meure pour que le
systéme immunitaire se mette en place. Ces cellules tumorales vivantes auraient donc ici un
potentiel immunogéne vis-a-vis du systeme immunitaire. Cette hypothéese, comme les
précédentes, est difficile a évaluer in vivo, mais reste plausible en vue des études de notre

équipe sur 'importance des cellules vivantes comme source d’antigénes?*>%.

Dans le cadre d’une infection intracellulaire, et de maniére un peu finaliste, on peut
imaginer que le systéme immunitaire n’attende pas que les cellules infectées soient lysées
par le pathogéne pour le reconnaitre et établir une réponse immunitaire dirigée contre lui.
L'infection et/ou le stress cellulaire qui en résulte pourrait ainsi induire I'expression de
molécules du pathogene ou des signaux « eat-me » favorisant la reconnaissance et la
capture par les DC de matériel de cellules vivantes infectées. Ainsi, I'équipe de J. Plumas a
montré que des pDC étaient capables de capturer et présenter aux lymphocytes T CD8" des

antigénes viraux provenant de lymphocytes B vivants infectés par le virus de la grippe°.
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3.3 Existe-t-il un type de DC spécialisé dans la présentation

croisée d’antigene provenant de cellules vivantes ?

Comme nous l'avons vu, les DC CD8a." sont les DC spécialisées dans la présentation

croisée d’antigénes provenant de cellules apoptotiques®>*?

. Puisque les cellules vivantes
sont également une source d’antigenes pour la présentation croisée, on peut se demander si
les DC CD8a." sont également spécialisées dans leur présentation, ou bien si d’autres DC,
telles que les pDC ou les DC migratoires CD103" sont également capables de capturer du
matériel provenant de cellules vivantes. A l'instar des DC spécialisées dans la présentation
croisée a partir de cellules apoptotiques, un type de DC pourrait étre spécialisé dans la
capture de cellules vivantes, mais d’autres types pourraient en étre capables sous certaine
condition, comme lors d’une inflammation par exemple. Des expériences complémentaires,
utilisant les différents sous types de DC cultivés avec des cellules vivantes en présence de

différents stimuli permettront de répondre a cette question.
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Abstract

Dendritic cells (DC) are able to elicit anti-tumoral CD8" T cell responses by cross-presenting exogenous antigens in
association with major histocompatibility complex (MHC) class | molecules. Therefore they are crucial actors in cell-based
cancer immunotherapy. Although apoptotic cells are usually considered to be the best source of antigens, live cells are also
able to provide antigens for cross-presentation by DC. We have recently shown that prophylactic immunotherapy by DC
after capture of antigens from live B16 melanoma cells induced strong CD8" T-cell responses and protection against a lethal
tumor challenge in vivo in C57BI/6 mice. Here, we showed that DC cross-presenting antigens from live B16 cells can also
inhibit melanoma lung dissemination in a therapeutic protocol in mice. DC were first incubated with live tumor cells for
antigen uptake and processing, then purified and irradiated for safety prior to injection. This treatment induced stronger
tumor-specific CD8" T-cell responses than treatment by DC cross-presenting antigens from apoptotic cells. Apoptotic B16
cells induced more IL-10 secretion by DC than live B16 cells. They underwent strong native antigen degradation and led to
the expression of fewer MHC class I/epitope complexes on the surface of DC than live cells. Therefore, the possibility to use
live cells as sources of tumor antigens must be taken into account to improve the efficiency of cancer immunotherapy.
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Introduction

Dendritic cells (DC) are professional antigen-presenting cells
that are the most powerful stimulators of naive 'T" cells, playing a
key role in the initiation of immune responses. They have
developed unique cross-presentation pathways allowing major
histocompatibility complex (MHC) class I-restricted presentation
of antigens of exogenous origin, taken up by endocytosis or
phagocytosis. Cross-presentation is crucial for the stimulation of
CD8" T lymphocytes and therefore induction of immunity and
tolerance to antigens that are not directly synthesized in the cytosol
of DC, such as antigens from tumors [1,2,3,4,5,6].

Given their unique properties, DC have been used with tumor-
associated antigens for active cancer immunotherapy [7]. To date,
different sources of antigens have been used to load DC: tumor-specific
proteins or synthetic peptides [8,9,10], peptides eluted from tumor cell
surface HLA molecules [11], apoptotic tumor cells [12,13,14,15],
tumor cell lysates [16,17,18], tumor cell/DC fusions [19].

Loading MHC class I and MHC class II molecules on DC with
peptides  derived from defined tumor antigens is the most

@ PLoS ONE | www.plosone.org

commonly used strategy for DC vaccination, but this approach
presents several disadvantages: the restriction to a limited number
of HLA molecules, the limited number of well-defined tumor
antigens, the relatively rapid turnover of exogenous peptide-MHC
complexes and the induction of a restricted repertoire of T-cell
clones. An alternative is to load derivatives from whole tumor cells,
as this theoretically allows presentation of all possible epitopes,
even if undefined, by all HLA types. The parallel presentation of
both class I and II MHC-restricted antigens can promote a
stronger overall anti-tumor response and long-term cytotoxic
CD8" T-cell memory via CD4" T-cell help [20]. In addition,
the requirement for processing results in prolonged antigen
presentation [21].

Studies have focused on the use of dead (either apoptotic or
necrotic) tumor cells as a source of tumor antigens. In murine
models, immunization with DC that had phagocytosed apoptotic/
necrotic tumor cells induced good protection against tumors
[22,23]. In patients with different types of cancers, DC loaded with
autologous or allogeneic tumor-cells have also been used for
immunotherapy [12,13,14,15]. However, despite the elicitation of
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immune responses, clinical results have not yet matched the hopes
raised by preclinical studies. The tumor environment is strongly
immunosuppressive by different mechanisms, and only some types
of death induce immunogenic stress signals [24,25,26].

Besides dead cells, live cells can also be a source of antigen for
cross-presentation by DC [27,28,29], after antigen uptake through
nibbling, a mechanism related to trogocytosis [30]. Recently, we
have demonstrated that DC that had acquired antigens from live
B16 melanoma cells protected mice from lethal tumor challenge in
a prophylactic setting [29]. Here, we assessed the potential of DC
loaded with antigens from live tumor cells to control established
tumors, and we investigated activation and antigen availability
using live tumor cells compared to dead tumor cells.

Materials and Methods

Ethics statement

All experiments were performed according to the European
Community Council Directive of 11/24th/1986 (86/609/EEC)
and with permission of the French Veterinary Services (permit
number 75-1321) and approval of the Cochin General Animal
Facility Service (accreditation number A-75-14-02). All efforts
were made to minimize suffering.

Mice

Eight to twelve week-old C57B1/6 mice obtained from Harlan
Laboratories were bred in the Cochin Institute specific pathogen-
free animal facility.

Cell culture and purification

B3Z cells and B16 F10 (B16) cells were maintained in complete
medium (RPMI 1640 Glutamax supplemented with 10% fetal calf
serum, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 0.1 mM
non essential amino acids solution, 10 mM HEPES buffer solution
and 1 mM sodium pyruvate, all from Invitrogen). L cells
transfected with a form of ovalbumin (OVA) only expressed in
the cytoplasm, i.e. OVA-EGFP-DAP (L-OVA cells) were a kind
gift from K. Rock (University of Massachusetts Medical School,
Boston, MA)[31]. They were cultured in complete medium and
500 ug/ml G418 (Sigma-Aldrich). B3Z cells, lacZ-inducible CD8*
T cell hybridoma which express B-galactosidase upon specific
recognition of the OVAys7.964 (SIINFEKL)-H-2K" complex [32],
were a kind gift from C. Leclerc (Institut Pasteur, France).

To avoid caspase-mediated cell death, cells were cultured in the
presence of 10 uM z-VAD FMK (Sigma-Aldrich). Alternatively,
apoptosis was induced by y-irradiation (100 Gy), then cells were
used after 48-hour incubation in complete medium. The
proportion of annexin V*PI™ apoptotic cells was =70%.

For bone marrow-derived DC (BMDC) generation, bone
marrow cells from C57B1/6 mice were depleted of red blood cells
using 0.84% ammonium chloride. Cells (2x10°/ml) were
resuspended in complete medium with 30 pl/ml of hybridoma
supernatant containing granulocyte-macrophage colony-stimulat-
ing factor (kind gift from David Gray, Royal Postgraduate
Hospital, London). Medium was replaced after 2 and 4 days.
Immature DC were obtained after 6 days.

For in vitro cross-presentation assays, BMDC were cultured for
16 h with different amounts of live or apoptotic cells in the
presence of lipopolysaccharide (LPS from £.Coli 0111:B4; 500 ng/
ml; Sigma-Aldrich) and DC were purified using CD11c microbe-
ads for positive immunomagnetic selection (Miltenyi Biotec).
Purified DC were cultured for 18 h with the B3Z-T cell
hybridoma. After addition of the CPRG substrate, optical density
was measured at 560 nm by an ELISA reader (Berthold CB911).
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DC maturation was assessed after incubation with live or
apoptotic B16 cells with or without LPS and IFNy (20 ng/ml,
Roche). Twenty-four hours later, supernatants were collected to
assess cytokine production by ELISA and DC were used for flow
cytometry.

Anti-tumor protection in vivo

On day 0, mice were injected i.v. with 10° B16 cells to induce
lung tumors. DC were cultured for 16 hours in the presence of
LPS (500 ng/ml) and IFNy (20 ng/ml), either alone or with B16
derived MHC class I-restricted synthetic peptides (gp10095 35 and
TRP2,5; 188, 10 uM each), or with live B16 cells in the presence
of z-VAD, or with apoptotic B16 cells. DC (5x10°) were then
washed, purified, y-irradiated (100 Gy) to eliminate any residual
live tumor cells, and immediately injected i.v into C57Bl/6 mice
on days 3 and 10. On day 15, tumor nodules were counted on the
lung surface. Splenocytes were restimulated for 36 hours with y-
irradiated B16 cells or 1 uM peptide (gp10095 353 or TRP2,g; 13g).
The ability of stimulated splenocytes to produce IFNy was assayed
by ELISPOT or flow cytometry.

Flow cytometric analysis

DC maturation was evaluated by immunofluorescence labeling
with the following mAb: anti-CD11c-PE-Cy7, anti-CD80-FITC,
anti-CD86-APC, anti-IAP-PE. T cells were labeled with the
following mAb: anti-CD3-PE-Cy7, anti-CD4-biotin, anti-CD8a-
APC-H7 and anti-IFNy-APC. The anti-CD11c-PE-Cy7 mAb
was from eBiosciences, the others from BD. Labeling was
performed at 4°C using PBS containing 5% fetal calf serum
and 5 mM EDTA (Sigma). Cells were incubated with purified
anti-CD16/32 (2.4G2) mAb to block Fc receptors (BD) for
20 min. Then they were labeled with conjugated antibodies for
further 20 min. For biotinylated antibodies, streptavidin-PerCP
(BD Biosciences) was added in a second step for 15 min. For
intracellular IFNy labeling, spleen cells were restimulated for
4 hours at 37°C in 5% CO2 at 10° cells/ml in complete medium
with 0.5 ug/ml phorbol myristate acetate (PMA) and 0.5 ug/ml
ionomycin in the presence of Golgi Plug (BD), and labeled with
anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 mAb, then intracellularly with an
anti-IFNy mAb (Intracellular staining kit, BD). Annexin-V
staining was performed using the Annexin-V apoptosis detection
kit from BD Bioscience. Events were acquired using a FACS
CANTO or a BD LSR II flow cytometer and analyzed using
Diva (Version 6.1.1, BD Biosciences) followed by Flow]Jo (Version
7.2.5; TreeStar).

ELISPOT assays

PVDF microplates (Millipore) were coated overnight at 4°C
with 4 ug/ml of an anti-mouse IFNy rat monoclonal antibody
(AN18, Mabtech AB) diluted in PBS. After extensive washes, wells
were blocked with RPMI containing 10% AB human serum
(ABCYS) for 2 hours at 37°C. Three x10° splenocytes were
incubated overnight with one of the peptides corresponding to a
specific epitope (final concentration 10 ug/ml) or with B16
melanoma cells. The plates were then washed, incubated with
1 ug/ml biotinylated anti-mouse IFNy rat monoclonal antibody
(R4-6A2, Mabtech AB) diluted in PBS for 2 hours at 37°C, and
then overnight at 4°C. Plates were subsequently incubated with
extravidine-coupled alkaline phosphatase (Sigma-Aldrich) diluted
in PBS. After adding the BCIP/NBT substrate (Sigma-Aldrich),
IFNY spot forming cells were counted using a BioReader 5000F
ELISPO'T reader and expressed as the number of spots per million
cells tested.
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ELISA

Culture supernatants were assayed for IL-12p70 and IL-10
using kits from Ebioscience according to supplier instructions.
Optical density was measured at 560 nm using an ELISA Berthold
CB911 reader.

Western Blots

Live or apoptotic B16 and L cells were scraped at 4°C in
CHAPS buffer (1% 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-
Ipropanesulfonate, 10 mM Hepes pH 7.4, 150 mM NaCl, 10%
glycerol; Sigma-Aldrich) containing proteases inhibitors (Com-
plete EDTA-free tablets, Roche) and 0.2 mM sodium orthova-
nadate (Sigma-Aldrich). Protein concentration was measured by
spectrometry at 280 nm (NanoDrop, Labtech). Cell lysates were
boiled at 95°C for 5 min in sample application buffer containing
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2-mercaptoethanol (Lane Marker Reducing Sample buffer;
Thermosciences). Fifty pg of proteins (for B16 cells), or 25 pg
of proteins (for L cells), from each sample were separated by
SDS/10%PAGE (ready-to-use; BioRad) for 1 hour at 150 V
and transferred onto a nitrocellulose membrane for 1 hour at
80 V. Membranes were then blocked for 2 hours with TBS/
0,05% Tween buffer plus 5% milk (BioRad). Membranes were
probed with a polyclonal rabbit antibody to OVA (for OVA-
EGFP-DAP cells), a polyclonal goat antibody to gpl00, a
polyclonal goat antibody to TRP2 (for B16 cells) or a polyclonal
goat antibody to actin overnight at 4°C and incubated with
horseradish peroxidase-conjugated antibodies to rabbit IgG or to
goat IgG (all antibodies from Santa Cruz Biotechnology) for
1 hour. Visualization was carried out with enhanced chemilu-
minescence (GE Healthcare). Bands were analyzed using a LAS
300S reader.
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Figure 1. DC cultured with live B16 cells induced strong protection against tumor in a therapeutic setting. A, time schedule outlining
the different stages as used in the experiments. Five C57BL/6 mice per group were inoculated i.v. with 1.10° B16 cells at day 0. At days 3 and 10, mice
were immunized with 0,5.10° of purified and irradiated DC that were previously cultured for 16 h in the presence of LPS and IFNy, with either culture
medium (DC), or gp100,5_33 and TRP25;_1gg peptides (DC-peptides), or live (zZVAD treated) B16 cells (DC-B16 zZVAD) or apoptotic (y-irradiated) B16
cells (DC-B16v). B, B16 cell apoptosis was evaluated by annexin-V staining (solid lines) compared to no staining (dotted lines) and the mean number
+ SEM of the Annexin-positive events is shown. At day 15, mice were sacrificed, lung tumors were counted (C) and T cell responses were evaluated in
the spleen. D, Splenocytes were restimulated with gp100,5_33 or TRP2:5;_1gg peptides or B16 cells or culture medium and tested in an IFNy ELISPOT
assay. E, After B16 restimulation, splenocytes were also stimulated with PMA and ionomycin and then labeled with anti-CD3, anti-CD8 and
intracellularly with anti-IFNy antibodies. Events were gated on CD3"CD8" splenocytes and IFNy production was mesured by flow cytometry. The

mean = SEM of data from 5 mice per group are shown for an experiment representative of two independent experiments. The significance of
differences between series was assessed by unpaired t test.
doi:10.1371/journal.pone.0019104.g001
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One representative experiment out of three independent experiments is shown.

doi:10.1371/journal.pone.0019104.g002
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Statistical analysis

The significance of differences between series of results was
assessed by unpaired ¢ test (Prism 5, GraphPad Software). P
values<<0.05 were considered significant.

Results

DC loaded with live melanoma cells induced protection
against B16 tumors in a therapeutic setting and a
stronger CD8" T cell response than DC cultured with
apoptotic melanoma cells

After reporting that DC cultured with live B16 melanoma cells
induced a strong protection against a lethal tumor challenge in a
preventive immunization model [29], we tested this immunization
in a therapeutic setting (Fig. 1A). At day 0, C57BL/6 mice were
inoculated z.o. with B16 cells. Bone marrow-derived DC were
cultured for 16 h in the presence of LPS and IFNy, with either live
B16 cells and the caspase inhibitor zZVAD to avoid caspase-
mediated apoptosis (DC-B16 zVAD), or apoptotic B16 cells (DC-
B16vy) (Fig. 1B), or tumor specific MHC class I-restricted peptides
(gpl0095 33 and TRP2g; 183, DC-peptides), or medium alone
(DC). DC were purified to 98% by positive selection, irradiated at
100 Gy to avoid injecting any residual live tumor cell, then
mjected z.0. 3 and 10 days after tumor inoculation. At day 15, mice
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treated with DC alone had 40650 tumors in their lungs, whereas
mice treated with DC cultured with live B16 cells were strongly
protected as they only displayed 28*+14 tumors. Surprisingly,
protection was more efficient using DC cultured with live rather
than with apoptotic tumor cells (Fig. 1C, p=0.0029). IFNy
responses to gpl0095 35 or TRP2,5, 155 or to B16 tumor cells were
reproducibly higher with DC-B16 zVAD than with DC-B16y
(Fig. 1D). As expected, immunization with DC cultured with B16
cells induced higher responses to the tumor itself than immuni-
zation with DC-peptides. Immunization with peptide-loaded DC
yielded similar numbers of IFNYy positive spots in response to
either B16 cells or to peptide-loaded DC, whereas immunization
with live or apoptotic cell-loaded DC yielded much higher
responses to B16 cells than to peptide-loaded DC, indicating
stimulation of a larger set of clones responding to a broader
antigenic repertoire, including responses to TRP2,5, 133 and
gp100y5 35 (Fig. 1D). Indeed, B16 cells provide many more tumor
epitopes, including undefined epitopes, than the two peptides.
IFNY responses to B16 cells were induced in CD8"CD3* T cells in
the spleens from mice immunized with DC-B16 specifically
compared to spleens from mice immunized with DC or DC-
peptides  (Fig. 1E), showing MHC-class I-restricted responses
related to cross-presentation. Responses were also induced in
CD8™CD3"*, CD4" T cells (not shown). Therefore, DC cultured
with live tumor cells, purified and strongly irradiated to prevent
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Figure 3. DC cytokine profile after culture with live or apoptotic B16 cells. DC were cultured alone (DC) or with live (zVAD treated) or
apoptotic (y-irradiated) B16 cells for 24 h and stimulated or not with LPS and IFNy. As controls, B16 zZVAD and B16y cells were also cultured alone. DC
were then assessed for their ability to produce IL-12p70 (A) or IL-10 (B) by ELISA. In the upper panels, data from one out of three independent
experiments are shown. In the bottom panels, for LPS and IFNy stimulation, relative IL-12p70 and IL-10 productions are expressed as a percentage of
the cytokine production obtained for DC alone. Mean percentage values+SEM are shown. The significance of differences between series of results

was assessed using a paired t test (n=3, 3 independent experiments).
doi:10.1371/journal.pone.0019104.g003
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inoculation of proliferating tumor cells, induced more efficient
protection and a stronger immunity in a therapeutic protocol than
DC cultured with apoptotic tumor cells.

Culture of DC with apoptotic B16 cells led to higher IL-10
production than culture with live B16 cells

We next documented the impact of culture with either live or
apoptotic B16 cells on DC maturation. DC were cultured with live
(zVAD treated) or apoptotic (y-irradiated) B16 cells for 24 h while
maturation was induced or not using LPS and IFNy. First, DC
maturation was assessed by labeling for MHC class II molecules
and the costimulatory CD80 or CD86 molecules. Without
stimulation, DC cultured either with live cells or apoptotic cells
displayed a phenotype consistent with a slight maturation. On the
contrary after stimulation with LPS and IFNy, DC cultured with
apoptotic or live B16 cells were less mature than DC cultured
alone. The maturation phenotype of DC was slighly higher after
culture with apoptotic than with live B16 cells (Fig. 2). In the same
cultures, we also examined the production of the proinflammatory
cytokine IL-12 (p70) and the anti-inflammatory cytokine IL-10. As
expected, live or irradiated B16 cells did not produce any IL-
12p70 or IL-10 even after stimulation with LPS and IFNy. DC
cultured with live or apoptotic cells produced similar concentra-
tions of IL-12p70 after stimulation with LPS and IFNYy (Fig. 3A).
On the contrary, DC cultured with apoptotic B16 cells produced

.Y
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more IL-10 than DC cultured with live B16 cells or cultured alone
(Fig. 3B). Therefore, culture of DC with apoptotic B16 cells
compared to live B16 cells led to slightly more phenotypic
maturation, and significantly more IL-10 secretion, which might
decrease CD8* T lymphocyte stimulation.

Live cells improved cross-presentation by DC by keeping
antigens in a more native form than apoptotic cells
One parameter that controls cross-presentation cfficiency is the
amount of antigen accessible to the DC [33]. We performed
western blots to evaluate the quality and the amount of two tumor
antigens, gpl00 and TRP2, in live or apoptotic B16 cells. We
observed that both antigens were strongly degraded in apoptotic
melanoma cells, while they were conserved in a native form in live
cells (Fig. 4A). To examine the impact of the conservation of native
antigen on cross-presentation, we used L cells expressing cytosolic,
non-secreted ovalbumin (L-OVA) as a source of antigen, so as to
evaluate the expression level of MHC class I-CD8* T cell OVA
epitope (SIINFEKL) complexes on DC with the B3Z hybridoma.
We could not use OVA-expressing B16 cells since they expressed a
secreted form of OVA. We first confirmed that, similarly to gp100
and TRP2 in B16 cells, OVA antigen was strongly degraded in
apoptotic L-OVA cells, while it was conserved in a native form in
live cells (Fig. 4B). After culture of DC with live or apoptotic
L-OVA cells at different ratios, cross-presentation was then
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Figure 4. More native antigen in live than in apoptotic donor cells: improved antigen crosspresentation by DC. A, B, 30.10° live (zVAD
treated) or apoptotic (y-irradiated) B16 cells (A) or L-OVA cells (B) were lysed for protein extraction. Lysates from B16 cells were analysed using anti-
gp100, anti-TRP2 and anti-actin antibodies (A). Lysates from L-OVA cells were analysed using anti-OVA and anti-actin antibodies antibodies (B). Anti-
actin antibodies were used as controls. C, DC were cultured with different numbers of live (filled triangle) or apoptotic (open triangle) L-OVA cells or
live L cells (filled square). DC were then purified by magnetic sorting using anti-CD11c microbeads and cultured with B3Z-T cells hybridoma cells for
18 h. Activation after recognition of the SIINFEKL-K®> complex was detected by optical density measurement at 560 nm after addition of the CPRG
substrate. The significance of differences between series of results was assessed using a two-tailed unpaired t test. **p<<0.01, *p<<0,05, n.s. not

significant. Mean = SEM, representative of two independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0019104.g004
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evaluated using the B3Z hybridoma. About three times more
apoptotic cells than live cells were necessary to reach the maximal
level of MHC class I-SIINFEKL complexes, which was lower
using apoptotic cells. Thus, B3Z activation was significantly higher
when DC were cultured with live than with apoptotic antigen
donor cells. Therefore, better native antigen conservation in live
cells compared to apoptotic cells seems to induce the expression of
a higher number of MHC class I-epitope complexes on DC.

Discussion

We have previously reported that cross-presentation of antigens
from live B16 melanoma cells by DC induced a strong protection
against a lethal tumor challenge in a preventive immunization
model [29]. Here, we showed that injection of DC loaded with live
B16 melanoma cells also protected mice from tumor dissemination
in a therapeutic model. In the prophylactic immunization model,
T cell responses were consistently stronger when DC were cultured
with live melanoma cells than with apoptotic cells [29]. Here in the
therapeutic model, DC cultured with live tumor cells induced
more efficient protection and a stronger immunity than DC
cultured with apoptotic tumor cells. We investigated what might
confer a stronger immunogenicity to live cells.

The ability of DC to trigger an effective T cell response is
dependent on their state of maturation and on cytokine
production. We observed slightly higher MHC and costimulatory
molecule expression levels after culture of DC with apoptotic
compared to live cells, but similar IL-12 production levels. IL-12 is
required for the polarization of Thl responses, which in turn
promote the activation of CD8" T cells into effector cytotoxic T
lymphocytes, allowing the clearance of infected or transformed
cells. On the contrary, IL-10, mainly secreted by DC and
regulatory T cells, is rather a tolerogenic cytokine, which can
inhibit T cell activation. [34]. DC cultured with apoptotic cells
produced more IL-10 than DC cultured with live cells, conferring
them potential tolerogenic properties, particularly when DC were
matured with LPS and IFNy, which corresponds to the
maturation stimulus used in our immunotherapeutic protocol.

The conservation state of antigens is a very important
parameter in DC-based immunotherapy since the induction of
an effective T cell response depends on the quality and quantity of
the antigen [33]. It has already been shown that antigens are
degraded in apoptotic bodies [35]. Moreover, it has also been
proposed that pre-processing of antigens in apoptotic or
autophagic cells could improve their cross-presentation by DC
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[36,37]. Here, western blots showed that antigens were strongly
degraded in apoptotic cells, while they were conserved in a native
form in live cells. The degradation of antigens in apoptotic cells
could have an impact on cross-presentation, making it less
effective. Indeed, a dose-response experiment showed that the
number of MHC class I-SIINFEKL complexes on DC was greater
with live cells than with apoptotic cells as antigen-donor cells.
Thus, the impact of the conservation status of antigen on cross-
presentation may be considered in two ways. On the one hand,
death by apoptosis or autophagy could provide pre-processed
antigens, almost “ready-to-use” for DC [38,39]. On the other
hand, our data show that live cells can be a source of native
antigen, the correct processing of which would be under full
control of the specialized DC.

Until recently, only apoptotic cells were considered as an
effective cellular source of antigen for cross-presentation, and
immunization protocols using DC loaded with whole tumor cells
have been carried out with apoptotic tumor cells, neglecting the
possibility to use live tumor cells. In a preliminary prophylactic
immunization experiment where we injected purified, but
unirradiated DC before tumor challenge, we suspected that
despite protection against the challenge, a larger tumor in an
immunized mouse than in controls might be related to a
contaminating tumor cell in the DC preparation. Consequently,
we chose to use strongly irradiated DC to prevent inoculation of
proliferating tumor cells, and ensure safety. Irradiation of the DC
did not preclude antitumor protection nor T cell responses.
Therefore, live tumor cells should be taken into account as a
source of antigens to load DC and improve the efficiency of tumor
immunotherapy protocols, because they supply native tumor
antigens that can be efficiently processed by specialized DC for
cross-presentation.
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