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RESUME

Les “Liver X receptors” (LXR) sont des récepteurs nucléaires impliqués dans 1’homéostasie du
cholestérol. Dans les macrophages, la stimulation de la voie LXR accroit la clairance des corps
apoptotiques et réprime la réponse inflammatoire. Les récepteurs LXR ont également été observés

comme inhibant la prolifération cellulaire, et induisant la mort de cellules malignes.

Les cellules dendritiques plasmocytoides (PDC) contribuent a la clairance des microparticules (MP).
Ces vésicules extracellulaires dérivées de la membrane des cellules, exposent a leur surface des
phosphatidylsérines (PS). Une augmentation de MP endothéliales (EMP) circulantes a été observée
dans plusieurs circonstances pathologiques impliquant également les PDC. Nous démontrons ici que
la prise en charge des MP implique les PS exprimées a leur surface, par interaction avec le récepteur
BAIl exprimé par les PDC. Ce recepteur est induit par la stimulation des LXR. Cette interaction
entraine I’internalisation des MP qui dans le cas des EMP conduira a I’activation de la voie NF-kB et
la répression des LXR. L’effet opposé est induit pour des MP dérivées de plaquettes (PMP),
n’entrainant pas de réponse inflammatoire. Nous avons confirmé que ces deux voies de signalisation
(NF-kB et LXR) engagées par les MP pouvaient se réprimer mutuellement, déterminant la réponse

inflammatoire des PDC induite par la prise en charge des MP.

La contrepartie leucémique des PDC (LPDC) est a 1’origine d’une hémopathie maligne agressive
appelée néoplasie dérivée des cellules dendritiques plasmocytoides (BPDCN). Contrairement aux
PDC primaires, et de manicre spécifique par rapport a d’autres leucémies aigués (LAM et LAL),
nous avons observé une diminution de I’activation de la voie LXR et de génes impliqués dans
I’efflux du cholestérol, dans les LPDC. La restauration de ces activités dans les LPDC par des
agonistes LXR entrainait un effet cytotoxique et antiprolifératif. Ces traitements induisaient une
répression de la voie NF-kB ainsi que I’augmentation de I’efflux du cholestérol, deux voies pouvant
induire la mort des LPDC. De plus, LXR interfére avec la signalisation induite par 1‘IL-3 (impliquant
Akt et STATS), qui est connue pour augmenter la survie des LPDC in vitro. L’utilisation d’un
modele xénogénique murin de BPDCN, nous a permis de confirmer 1’effet bénéfique du traitement

agoniste LXR limitant la cytopénie induite par la BPDCN ainsi que les infiltrats LPDC.

Ces travaux démontrent donc que la voie LXR est fonctionelle dans les PDC et LPDC, et impliquée
dans une régulation croisée avec NF-kB. Les LXR participent a la clairance des MP et induisent un
effet anti-inflammatoire pour les PDC, ainsi qu’un effet anti-leucémique sur les LPDC impliquant

plusieurs mécanismes.



ABSTRACT

Liver X Receptors (LXR) are nuclear receptors involved in cholesterol homeostasis. In macrophages,
LXR promote apoptotic body/cell clearance and repress inflammatory responses. LXR are also

shown to inhibit cell proliferation and induce malignant cell death.

We reported here that plasmacytoid dendritic cells (PDC) contribute to microparticle (MP) clearance.
MP derived from cell membrane, express high levels of phosphatidylserines (PS). Increased number
of circulating MP derived from endothelial cells (EMP) has been found in several pathological
circumstances involving also PDC in the pathogenesis of these diseases. We demonstrate here, that
MP engulfment by PDC involves PS binding to the PS receptor BAII, expressed on PDC. This
receptor is induced by LXR stimulation. During EMP engulfment, the MP-PS/BAI1-PDC interaction
leads to EMP internalization, inducing NF-kB triggering and LXR downregulation. The opposite
effect is observed with platelet-derived MP (PMP) which does not induce inflammatory response.
Overall, we show a crosstalk involving LXR and NF-«kB, which dictates the inflammatory fate of

PDC engulfing MP.

The leukemic PDC counterpart (LPDC) has been identified to be responsible of an aggressive
hematologic malignancy called blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm (BPDCN). In contrast to
healthy PDC and other acute leukemias (including lymphoid and myeloid acute leukemias), we
report here a specific downregulation of LXR target and cholesterol efflux-associated genes in
BPDCN cells. LXR pathway restoration in LPDC by LXR agonist treatment inhibits cell
proliferation and survival. This treatment induces NF-«kB signaling pathway inhibition (observed in
LPDC) and an increased cholesterol efflux, two pathways that may explain LPDC cell death.
Moreover, LXR hampers the IL-3-induced signaling pathway (involving Akt and STATS), which is
known to promote LPDC survival in vitro. Using a xenogeneic mouse model of BPDCN, we confirm
the beneficial effects of LXR agonist treatment that limits BPDCN-induced cytopenia and bone

marrow and spleen LPDC infiltration.

Overall, we demonstrate here that LXR are functional in PDC and LPDC and involved in a cross-
regulation mechanism with NF-kB. LXR promote the MP engulfment and control inflammatory
responses in PDC, as well as exert an anti-leukemic therapeutic effect in BPDCN involving several

mechanisms.
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INTRODUCTION

Chapitre I. Liver X Receptors : un outil de modulation des fonctions cellulaires

Le controle de I’expression génique est déterminant dans la régulation des processus physiologiques
et pathologiques. Les hormones lipophiles et leurs substituts de syntheése possédant la capacité de
diffuser a travers les membranes cellulaires ont un réle important dans ce processus. Parmi ces
dernigres, les stéroides, les rétinoides (métabolites de la vitamine A), les hormones thyroidiennes et la
vitamine D sont de puissants régulateurs du développement, de la différenciation et des fonctions des
cellules de I’organisme (1-3). Ces molécules exercent leur action par liaison a leurs récepteurs
intracellulaires respectifs, qui a leurs tours, interagissent avec d’autres facteurs de transcription, ou
agissent directement sur la transcription des genes cibles. Leurs récepteurs font partie de la
superfamille des récepteurs nucléaires (NR). L’intérét thérapeutique de leur modulation est déja
exploité a travers I’utilisation d’agonistes du récepteur aux acides rétinoiques a (RARa, aussi nommé
NR1BI1) dans le traitement de leucémies promyélocytaires (4), ainsi que la dexametasone et les
corticoides de synthése, agonistes des récepteurs aux glucocorticoides (GR), utilisés comme anti-

inflammatoires (5).

Leur modulation pharmacologique nécessite de connaitre leurs structures, leurs capacités a fixer des

ligands (agonistes ou antagonistes), et leurs mécanismes d’action.
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I.  Les Récepteurs Nucléaires : Généralités
Le génome humain code pour 48 récepteurs nucléaires (6,7). Alors que certains ligands étaient
connus avant leurs récepteurs (ex : stéroides tels que les glucocorticoides et cestrogénes), certains NR
qualifiés d’« orphelins » ont ét¢ découverts sur la base d’homologie de séquence sans connaissance
de leurs ligands (8). Ces derniers peuvent avoir une expression nucléaire constitutive ou migrer dans
le noyau aprés liaison cytosolique a leurs ligands (ex : Récepteur aux androgénes [AR ou NR3C4],
aux mineralocorticoides [MR ou NR3C2], a la progestérone [PR ou NR3C3], ou GR [NR3C1]). Une
grande majorité des NR sont cependant constitutivement liés a leurs éléments de réponse a ’ADN
(RE pour Response Elements) respectifs, situés dans le promoteur de leurs génes cibles. Ils posseédent
alors la capacité d’induire ou de réprimer la transcription de ces génes et de réprimer 1’action d’autres
facteurs de transcription. Ces mécanismes sont dépendants de leurs capacités de fixation a I’ADN,
leurs dimérisations et la formation de complexes protéiques. Ces derniers paramétres étant liés a leurs
structures (corrélées a leur phylogénie), permettant de classer les NR selon une nomenclature

mondialement adoptée.

1. Nomenclature
Les expériences d’alignement de séquence et la construction d’arbres phylogéniques ont permis de

créer une classification des NR en 6 groupes (6), constitués par :

Groupe 1: Les récepteurs aux hormones tyroidiennes (TR), aux acides rétinoiques (RAR), a la
vitamine D (VDR ou NR1I1), les PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor), aussi bien que
des récepteurs orphelins tels que les ROR (retinoic acid receptor-related orphan receptors), Rev-erb,
récepteur constitutif des androstanes (CAR pour constitutive androstane receptor), PXR (Pregnan X

Receptor), LXR (Liver X Receptors) et d’autres.

Groupe 2: Les RXR (Retynoid X Receptor), COUP-TF (COUP-Transcription Factor) et HNF-4
(Hepatocyte Nuclear Factor-4).

Groupe 3 : Les récepteurs aux stéroides dont les ER (Estrogen Receptors), GR, PR, AR ainsi que les
ERR (Estrogen-Receptor-Related Receptors).

Groupe 4 : Le groupe B des récepteurs orphelins aux facteurs de croissance des nerfs dont NGFI-B
(Nerve growth factor IB), NURRI (Nuclear receptor related 1 protein) et NOR1 (Neuron-derived
Orphan Receptor 1)
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Groupe 5 : Le facteur steroidogenique 1 SF-1 (NR5SAT1) et le récepteur homologue FTZ-F1 de la
Drosophile.
Groupe 6 : Le récepteur GCNF1 (NR6A1), qui ne s’apparente a aucun autre groupe.

A noter que cette classification ne prend pas en compte la capacité de liaison des NR a leurs ligands.
Elle permet cependant une homogénéisation de la nomenclature qui jusqu’alors était dépendante des

noms triviaux des NR qui leur étaient attribués lors de leur découverte (Tableau 1).
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Tableau 1 - Récepteurs Nucléaires Humains.

Selon leurs noms triviaux (premiére colonne a gauche) la nomenclature officielle (NROxx-NR6xx, colonne centrale) et leurs
ligands respectifs (colonne de droite). L’indication « / » dans la colonne des ligands signifie que le récepteur est orphelin.
Adapté de la référence (9)

Récepteurs Nucléaires Humains

Nom Nomenclature |Ligand(s) naturels ou synthétiques
TRa NRIA1 Hormones Thyroidiennes

TRB NRI1A2 Hormones Thyroidiennes

RARa NRI1B1 Acide Rétinoique

RARp NR1B2 Acide Rétinoique

RARy NR1B3 Acide Rétinoique

PPARa NRICI Acide Gras, leukotriene B,, fibrates
PPARp NRI1C2 Acides Gras

PPARy/6 |NRIC3 Acides Gras, prostaglandine J,, thiazolidinediones
Rev-erba. [NRIDI /
Rev-erbf  |NRID2 /

RORa NRIF1 Cholesterol, cholesteryl sulfate

RORS NRIF2 Acide rétinoique

RORy NRIF3 /

LXRa NR1H3 Oxysterols, T0901317, GW3965
LXRpB NRIH2 Oxysterols, T0901317, GW3965
FXRa NR1H4 Acide Biliaires, Fexaramine

FXRB* NRIHS Lanostérol

VDR NRII1 Vitamine D, 1,25-dihydroxyvitamin D,
PXR NRI112 Xenobiotiques, 16a-cyanopregnenolone
CAR NRI1I3 Xenobiotiques, phenobarbital

HNF4o. NR2A1 /

HNF4y NR2A2 /

RXRa NR2B1 Acide Rétinoique

RXRp NR2B2 Acide Rétinoique

RXRy NR2B3 Acide Rétinoique

TR2 NR2C1 /

TR4 NR2C2 /

TLL NR2E2 /

PNR NR2E3 /
COUP-TFI |NR2F1 /
COUP-TFIT|NR2F2 /

EAR2 NR2F6 /

Era. NR3A1 Estradiol- 170, tamoxifene, raloxiféne
Erf NR3A2 Estradiol-17B, divers composés synthétiques
ERRa NR3BI /

EERP NR3B2 DES, 4-OH tamoxiféne

EERYy NR3B3 DES, 4-OH tamoxiféne

GR NR3C1 Cortisol, dexamethasone, RU486

MR NR3C2 Aldosterone, spirolactone

PR NR3C3 Progesterone, acetate de medroxyprogesterone, RU486
AR NR3C4 Testostérone, flutamine

NGFI-B NR4A1 /

NURRI1 NR4A2 /

NORI NR4A3 /

SF1 NRSA1 /

LRH-1 NR5A2 /

GCNF NR6AI /

DAX-1 NROB1 /

SHP NROB2 /

*FXRP est un pseudogene. Inactif chez 'homme mais un récepteur au lanosterol chez

la souris
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2. Structure

Tous les NR posseédent une homologie de structure. Ils sont constitués de 5 a 6 régions (de A a F,
depuis la partie N-terminale a la partie C-terminale) comprenant un domaine de liaison a ’ADN
central (DBD pour DNA Binding Domain, situé dans la région C) et le domaine de liaison au ligand
(LBD pour Ligand Binding Domaine situé¢ dans la région E) fonctionnant de maniere indépendante
I’un de I’autre. Ces deux domaines sont les plus conservés entre les NR. La région A/B variable et la
région D sont moins conservées alors que la région F (située dans la partie C-terminale), n’est pas
présente dans tous les NR et possede une fonction encore mal définie (Figure 1).

DBD LBD
1 |

Cc D E F —— COOH

\_Y_/

AF-1 AF-2

NH2

Figure 1 - Structure des récepteurs nucléaires représentés par leurs différentes régions.

De la partie N a C terminale : Région A/B : possédant le domaine de transactivation AF-1 (activation function 1); C: le
domaine de liaison a P’ADN DBD (DNA Binding Domain); D: région charniére permettant les modifications
conformationelles ; E : domaine de liaison au ligand contenant principalement une poche de liaison au ligand et un domaine de
transactivation AF-2 permettant le recrutement de partenaires protéiques coactivateurs ; F : région trés variable absente chez
certains NR.

i. Région A/B : contenant le domaine de transcription AF-1
La région A/B N-terminale, encore faiblement caractérisée, possede un domaine d’activation de la
transcription appelé AF-1 (activation function 1) servant de site de fixation des coregulateurs. Ce
dernier a une activité indépendante de la présence de ligand (10). Cependant, Iactivité d’AF-1 est

modulée par la liaison d’un ligand au LBD.

ii.  Région C:le domaine de liaison a I'’ADN (DBD).

Le domaine DBD est un domaine d’approximativement 70 acides aminés, hautement conservé parmi
les NR dans sa séquence et sa structure (11). Ce domaine présente un repliement globulaire composé
de deux doigts de zinc (Zn I et Zn II), dont chacun des ions Zn®" sont coordonnés par quatre résidus
cystéines. Ces atomes sont nécessaires au maintien de la liaison a ’ADN (12). D’autres éléments
essentiels a la fonction du DBD sont deux hélices-a situées respectivement entre les deux doigts de
zinc (hélice 1) et en C-terminal du second doigt de zinc (hélice 2). L’hélice 1 contenant la boite P,
interagit de manicre spécifique avec la séquence héxamérique de haute affinité du demi-site du RE de
I’ADN (13,14). L’hélice 2 est responsable d’une reconnaissance de I’ADN moins spécifique, mais

permet la stabilisation du complexe acide nucléique/protéine par recouvrement de 1’hélice 1 (Figure
23



2B). Une extension C-terminale (CTE pour C-teminal exension) du domaine DBD a ¢été observée
comme jouant un role crucial a sa fonction (15,16), via la dimérisation avec d’autres récepteurs
nucléaires tel que RXR (17,18), et sa contribution a I’interaction avec ’ADN (19) (Figure 2). La

boite D formant la partie centrale du site de dimérisation (20).

A. Zn| Znll

Boite D

Boite P i
O helice 1 helice 2

N -Terminol

C-Terminal

Boite A Boite T
CTE

High Low
affinity affinity

5 AGAACANNNTGTCCG ¥ Conformational Enhanced
change dimerization

Figure 2 - Domaine de liaison a ’ADN (DBD) et interaction avec I’é1ément de réponse de ’ADN.

A. Représentation schématique du domaine DBD contenant deux doigts de zinc (Znl et ZnlI), deux hélices o représentées en
vert, ainsi qu’une extension C terminale (CTE) en rouge Adapté des référence (21,22). B. Représentation de ’interaction entre
un NR (en vert), ’ADN et la dimérisation avec un second NR (en jaune). Adapté de la référence (23)

iii. ~ Région D : domaine charniére entre DBD et LBD
La région D est considérée comme servant de charniére entre les domaines DBD et LBD, permettant
aux deux domaines des modifications conformationelles sans encombrement stérique. Ce domaine

contient également un signal de localisation nucléaire (24).

iv.  Région E : le domaine de liaison du Ligand (LBD).

Cette région a une structure protéique complexe (12 hélices o [H1-H12] articulées autour d’un tour 8
et deux feuillets B). Elle posséde plusieurs fonctions. Les domaines portant ses fonctions sont la
poche de liaison du ligand (LBP pour Ligand Binding Pocket), une interface de dimérisation, une
surface de liaison aux corégulateurs et un domaine de transactivation AF-2 dépendante du ligand qui
permet le recrutement de coactivateurs (25,26). La taille, la forme, ainsi que les acides aminés
constituant la LBP sont primordiaux pour la fixation (principalement par liaisons hydrogenes) des
ligands (cf: Ch.1.1.8). Le domaine LBD a également été¢ observé comme pouvant contribuer a la

dimérisation des NR apres modification conformationelle par la liaison au ligand (27,28).
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v. RégionF

Elle n’est pas retrouvée dans tous les NR. Sa fonction reste encore mal comprise.

3. Modifications post-traductionnelles des Récepteurs Nucléaires
Les NR sont des phosphoprotéines dont les fonctions peuvent étre régulées par plusieurs types
d’effecteurs. La majorité des sites de phosphorylation sont situés dans la région A/B, ainsi que dans
les domaines DBD et LBD (29,30). Ces sites peuvent étre phosphorylés par les MAPK, la kinase N-
terminal du facteur c-JUN et la p38MAPK (31-33). Ces kinases, ainsi que celles activées par d’autres
intermédiaires de signalisation (Akt, PKA et PKC) coopéerent avec les ligands des NR pour
augmenter ou diminuer leur activité transcriptionelle (34). De ce fait, ’activité des NR peut étre
régulée par des facteurs extracellulaires (cytokines, facteurs de croissance...) ou intracellulaires,
pouvant via leurs récepteurs activer différentes kinases. L’activité des NR est donc dépendante du

contexte physiologique ou pathologique (35-38).

4. Expression et localisation cellulaire
Comme cité précédemment, les NR peuvent étre retrouvés au niveau cytoplasmique et nucléaire. La
localisation nucléaire peut étre induite par la liaison d’un ligand (comme c¢’est le cas pour les AR(39),
GR(40), VDR (41)), ou préférentielle, indépendamment des ligands (comme c’est le cas pour les
PR(42), TR(43), ER (44), RXR (45), LXRa (46) et LXRB (47)). Cependant, un trafic nucléo-
cytoplasmique a été observé pour plusieurs d’entre eux (43,48-52). Celui-ci fait intervenir une
protéine cargo de type karyophérine (53), qui se lie aux NR par leurs séquences de localisation
nucléaire (NLS) (54,55). Des séquences NLS ont été identifiées dans le domaine DBD, la région
charnieére D et le domaine LBD (47). La modulation de la localisation cellulaire des NR représente
une approche supplémentaire de la modulation de leur activité. Par exemple, il a été observé que
’activation du récepteur au TGF-B, ALK-1, entraine le recrutement cytoplasmique de LXRP sans
affecter la localisation de LXRa. L’interaction entre LXRp et ALK-1 conduit & une inhibition de la

signalisation du TGF-p (56).

i.  Localisation nucléaire
Les NR localisés au niveau nucléaire sont fixés a leurs RE. Ces séquences sont présentes dans les
sites promoteurs des génes cibles des NR. Elles sont composées de deux demi-sites hexamériques,
pouvant étre répétés de maniére directe, indirecte ou inverse et séparés par des séquences de 1 a 5

nucléotides. Les ¢éléments de réponse peuvent donc étre caractérisés selon : 1) la séquence
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nucléotidique des demi-sites, 2) le nombre de paires de bases les séparant et 3) I’orientation relative

de ces motifs. Les NR peuvent étre classés selon leur mode de fixation a I’ADN.

Les récepteurs aux stéroides fonctionnant en formant des homodimeres se lient a des ¢léments de
réponse contenant des demi-sites de motifs hexameres répétés en sens inverse, séparés par 3 paires de
bases (IR3, pour inverse repeat) (57), (Figure 3A). A 1’exception du récepteur aux cestrogenes, ces
NR (GR, MR, AR et PR) reconnaissent la séquence consensus 5’-AGAACA-3’. La quasi-totalité des
autres NR reconnaissent une ou deux copies de la séquence consensus a I’ADN 5’-AGGTCA-3".
Parmi ces récepteurs, une majorité forme des hétérodimeres avec RXR. Ces derniers peuvent se lier a
I’ADN sur des séquences a répétition directe (DR pour direct repeat) séparées par 1 a 5 paires de
bases (DR1 a DRS), (Figure 3B). Enfin, certains NR peuvent se lier a I’ADN sous forme de
monomeres tel que NGFI-B, Rev-erb, ROR, et SF-1 (21,58-61), (Exemples, Figure 3C). Pour la
plupart des RE, un des motifs hexamériques posseéde une séquence permettant une liaison de forte
affinité (dite de haute affinité), alors que le second demi-site posseéde une séquence plus variable, on

parle de site de faible affinité comme montré Figure 2B (62).

A. Sites Symétriques, Répétition Inverse (IR) C. Sites Monomériques

-
- .

AGAACA n TGTTCT Wx-AGGTCA -
= W XXX = aaa :
- 82 -F(';g xxx=act RevErb

AR-AR
MR-MR Ties
B. Sites Répétition Directe (DR)
AGGTCA n AGGTCA
n=1 AXR- RXR
RAR
PPAR
COuP
n=2 RXR- PPAR
RevErb-RevErb
n=3 RXR- VDR
VDR-VDR
n=4 RXR- TR
LXR
CAR
n=5 RXR- RAR

NGFI-B

Figure 3 - Les 3 classes d’éléments de réponse de ’ADN aux NR.

A. Les NR aux stéroides formant des homodiméres se lient a deux demi-sites constitués d’une répétition inverse (IR pour
inverse repeat) des demi-sites 5>~ AGAACA-3’ et 5*-TGTTCT-3’, séparés par 3 nucléotides d’ou la nomenclature IR3. B. Les
éléments de réponse des NR formant des hétérodimeéres avec RXR sont constitués de 2 demi-sites répétés de maniére directe et
séparés par une séquence de n= 1 a 5 nucléotides, d’out la dénomination DRn (avec DR pour direct repeat). C. Les éléments de
réponse permettant la fixation de NR monomériques ne contiennent qu’une seul copie de la séquence S’ AGGTCA-3’ précédée
d’une séquence spécifique xxx variable d’un NR a I’autre. Adapté de la référence (21)
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La liaison des NR a leurs ¢léments de réponse respectifis est indispensable a leur activité
transcriptionelle. Cependant, cette liaison est régulée par d’autres facteurs, tel que leurs partenaires

de liaison protéique.

5. Mode de liaison a ’'ADN
Les NR peuvent étre fixés a I’ADN sous forme d’homo- ou d’hétérodimeéres. Chaque partenaire se lie
a sa séquence d’ADN spécifique, formant des demi-sites de liaison séparés par un nombre variable de
nucléotides (cf: Chl.1.4.1). En 1995, Mangelsdorf et son équipe proposaient une classification de ces
récepteurs en fonction de leurs partenaires de liaison a I’ADN (Figure 4). Les NR pouvaient alors étre
répartis en 4 groupes comprenant (1) des récepteurs aux hormones stéroidiennes connues, qui
fonctionnent en tant qu’homodimeres se fixant sur des demi-sites de RE répétés de maniére inverse ;
(2) des récepteurs formant des hétérodimeres avec le partenaire RXR, pouvant étre activés par la seul
présence d’un ligand a RXR, on parle alors d’hétérodimeres permissifs (dont FXR, CAR, LXR, PXR
et PPARa/y). Les hétérodimeres non-permissifs ne pouvant s’activer par liaison de RXR seul, et
montrant un effet synergique du ligand du NR associ¢ a RXR (ex : T;R, RAR, VDR) (63) ; (3) des
récepteurs orphelins qui fonctionnent comme des homodiméres se liant a des motifs RE répétés de

maniere directe, ou (4) fonctionnant comme des monomeéres se liant a des sites ¢lément de réponse

simples (3).
(1) Hodiméres (2) Hétérodiméres de RXR
GR Permissifs
MR Oui Non
PR
; AR FXR TR
§ ER CAR RAR
‘ LXR VDR
PXR/SXR
PPARG/Y
(3) Récepteurs Orphelins (4) Monomeres/Récepteurs orphelins
dimeériques liés
RXR
COuP NGFI-B
HNF-4 SF-1
TR2 Rev-erb
TLX > RCR
GCNF - ERR
9-cis RA

Figure 4 - Fixation des NR sur leurs éléments de réponse a ’ADN et partenaires protéiques.

Les NR peuvent étre répartis en 4 classes en fonction de leur homo/dimérisation sur ’ADN. (1) Récepteurs aux hormones
stéroidiennes a fixation homodimérique sur des séquences a répétition inverse (IR) ; (2) NR formant des hétérodiméres
permissifs ou non-permissifs avec RXR se fixant sur des séquences a répétition directe (DR). Ces dernier sont qualifiés de
pemissifs lorsqu’ils peuvent étre activés par les ligands d’un des deux partenaires ou des deux entrainant un effet synergique ;
(3) Récepteurs orphelins formant des homodiméres se fixant sur des séquences DR ; Récepteurs orphelin a fixation
monomérique pouvant étre liés 2 un RXR non fixé a ’ADN. Adapté des références (64,65).
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6. Activité transcriptionelle
La premicre étape de la régulation de Iactivité transcriptionelle des NR est la liaison d’un ligand au
LBD du récepteur (66). La fixation d’un ligand a la LBP entraine une modification conformationelle
dépendante de la nature agoniste ou antagoniste de ce dernier, permettant la fixation d’un complexe
corégulateur (coactivateur ou corepresseur) sur la partie AF-2. Dans le cas d’une interaction avec un
complexe corépresseur, ce dernier va bloquer stériquement I’hélice 12 du LBD, I’empéchant
d’acquérir sa conformation active (67). Ces corégulateurs ne sont pas spécifiques, mais communs a

plusieurs NR (68).

i.  Les complexes corégulateurs
Les complexes corégulateurs sont des complexes protéiques possédant une activité enzymatique
permettant de modifier 1’acétylation/méthylation des histones, modifiant le repliement de la
chromatine, et donc la possibilité de transcription du génome (69). L’absence de ligand permet aux
NR présents sur leur RE de fixer un complexe corépresseur. Ce dernier est composé courrament des
protéines NCoR et SMRT qui permettent le recrutement de partenaires protéiques possédant une
activité histone déacétylase (HDACs). Celle-ci est responsable du repliement de la chromatine,
inhibant la transcription du gene cible. De plus, il a été observé que le complexe corépresseur peut
inhiber le complexe transcriptionnel par interaction protéine/protéine. Ces complexes corépresseurs
peuvent également étre associés aux NR, lorsque ces derniers sont liés a un antagoniste (détaillé ci-
dessus). Suite a la liaison d’un agoniste, le changement conformationnel du LBD des NR entraine la
libération du complexe corépresseur et la fixation d’un complexe coactivateur. Ce complexe est
constitué¢ de plusieurs partenaires protéiques permettant : (A) la modification des histones par les
membres de la famille des pl60, CARM et CBP/p300 qui possédent (ou recrutent les protéines
possédant) les activités enzymatiques acétyl- et méthyltransférase ; (B) le remodelage de la
chromatine de maniere dépendante de I’ATP (les membres de la famille Swi/Snf qui alterent les
structures et positions des nucléosomes) ; (C) ’assemblage du complexe transcriptionel (ex : via
TRAP/DRIP). Des coactivateurs peuvent étre préférentiellement recrutés par certains NR, avec la

capacité pour un NR de recruter plusieurs coactivateurs. (Figure 5).
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A Echange de corégulateurs classique

Les LXR fiés 3 'ADN avec Echange du complexe
un complexe corépresseur COTEPresseur avec un
complexe coactivateur

C.

Complexes corépresseurs Complexes coactivateur

HDAC1/72
Etc .

Nucleosomes

Figure 5 - Complexes corépresseurs, coactivateurs et échange dépendant du ligand.

A. La liaison d’un ligand agoniste au NR entraine un changement conformationel de ce dernier, libérant le complexe
corégulateur et recrutant un complexe coactivateur permettant la transcription du géne cible. B. Les complexes coactivateurs
sont composés de plusieurs enzymes permettant le dépliement de la chromatine (Acétyl/Méthyl-transférase) et I’activation du
complexe de transcription génique. C. Les complexes corépresseurs contiennent les protéines SMRT et N-COR, qui
permettront le recrutement de partenaires enzymatiques inhibant la transcription. Adapté de la référence (70)

Bien que ce modéle d’échange ait été¢ identifié pour la majorité des NR, certains corépresseurs sont
dépendants des ligands, comme la protéine RIP140 (« Receptor-interacting protein-140 ») qui peut
entrer en compétition avec les coactivateurs en déplagant ces derniers (71,72). D’autres membres de
la superfamille des NR peuvent également réprimer la transcription génique par des mécanismes
alternatifs impliquant par exemple la protéine DAX-1 se liant au domaine d’activation AF-2 des NR
conduisant a un modele en deux étapes d’inhibition, impliquant une compétition avec les
coactivateurs et une répression active de la transcription. Un modele complémentaire d’activation de
la transcription par les NR a été observé pour les LXR. Ce dernier fait intervenir une déméthylation
des histones induite par le ligand, permettant de révéler des sites de fixation spécifique du NR sur

lesquels ils pourront se fixer et recruter un complexe de coactivation (73).
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7. Interférence transcriptionelle
La régulation de la transcription génique par les NR ne se restreint pas a leurs génes cibles. Ils
peuvent interagir avec d’autres voies de signalisation par des mécanismes d’interférence
transcriptionnelle. 11 a été identifié pour les LXR et PPAR un mécanisme de transrépression faisant
intervenir la liaison de protéines SUMO-1 ; 2 ou 3 (pour Small Ubiquitin-like Modifier), suite a la
liaison d’un ligand. Les NR SUMOylés peuvent se fixer aux complexes corépresseurs, liés a des
facteurs de transcription sur les promoteurs de leurs genes cibles. Ceci a pour conséquence de

bloquer la libération du corépresseur, et donc la transcription du gene cible (Figure 6A) (74-76).

I a également été observé une interaction directe du NR SUMOyl¢ avec le facteur de transcription
cible, empéchant sa liaison a I’ADN (Figure 6B). C’est le cas pour les LXR SUMOylé¢s (SUMO2/3
pour LXRa et SUMOI1 pour LXR) qui peuvent interagir avec STAT1 phosphorylé, inhibant sa

fixation sur le promoteur de genes cibles (77).

D’autres mécanismes de transrepression impliquant la liaison directe du NR avec le facteur de
transcription cible, permettant le recrutement de corépresseur (ex : GR (78)) (Figure 6C); le
« démantelement » du facteur de transcription sur son site promoteur par interaction directe du NR et
recrutement de partenaire enzymatique forcant le turnover du facteur de transcription (ex
NURRI1/NF-kB(p65) (Figure 6D), (79)), ou encore I’inhibition de la translocation nucléaire du
facteur de transcription (LXR/NF-kB, (80)) (Figure 6E).

Ces mécanismes impliquent des modifications post-transcriptionnelles des NR, telles que la
SUMOylation illustrée ci-dessus, 1’acétylation, 1’ubiquitinilation et la méthylation révélant une
grande complexité de la dynamique de régulation de la transcription par les NR qui ne dépend pas

uniquement de ses ligands (81,82).
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Ex: SUMO-LXR/NF-kB B Ex: (SUMO2/3-LXRa) ou (SUMO1-LXRB)/STAT1
dans les macrophages su dans les astrocytes

Ex: LXR/NF-kB (p50) dans
¥ .. lescellules dendritiques
e FE g

myéloides

Figure 6 - Modéle de régulation de la transcription par les récepteurs nucléaires.

Représentation schématique des principaux mécanismes de transrépression identifiés. (A) Blocage du corépresseur (ex :
SUMO-LXR inhibant Pactivité transcriptionnelle de NF-kB (83)) ; (B) inhibition de la fixation a ’ADN (ex : SUMO2/3-LXRa
ou SUMO1-LXR§ inhibant la fixation de STAT1 a son promoteur dans les astrocytes (77)) ; (C) Recrutement de corépresseur ;
(D) Recrutement de partenaire enzymatique puis dissociation du facteur de transcription de ’ADN ; (E) Inhibition de la
translocation nucléaire (ex : LXR/NF-kB (p50) dans les cellules dendritiques myéloides (80)._Abréviations : NR : Récepteur
nucléaire ; FT : Facteur de Transcription ; Part. : Partenaire enzymatique. Adapté de la référence (84)

8. Les différentes classes de ligands
Les ligands des NR sont responsables de la modification conformationelle du domaine LBD,
entrainant des modifications des sites d’interactions protéiques présents sur les NR. Ceci a pour
conséquence de modifier la localisation cellulaire des NR, les interactions protéines/protéines
(échange coactivateur/corépresseur), et finalement I’activité transcriptionelle ou de transrépression
des NR. La spécificité¢ du ligand dépend de sa structure chimique et des interactions créées avec les
acides aminés présents au sein du domaine LBP. Le mode d’action classique du ligand est de
stabiliser 1’hélice alpha 12 (H12) au sein du domaine AF-2 du LBD, dans sa conformation active
(effet agoniste). Cependant, en fonction de sa structure chimique, le ligand pourra activer des
fonctions spécifiques du NR (via la stabilisation de différentes conformations de I’AF-2 et son
interaction avec le domaine AF-1 présent dans la région A/B du NR), ainsi qu’agir sur les NR de
maniere spécifique du tissu ’exprimant, ce qui fonde la base du développement de molécules

thérapeutiques ciblant les NR (85).

i. Les antagonistes
Les structures cristallographiques des complexes formés par le domaine LBD de I’ERa en présence
des anti-oestrogénes raloxiféne et 4-hydroxytamoxiféne, ainsi que la structure du complexe composé

du domaine LBD (RARa) avec BMS614, ont permis de démontrer I’effet d’une chaine latérale
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volumineuse qui empéchait ’hélice alpha H12 d’acquérir sa conformation active (86-88). Il y a alors
inhibition de I’interaction avec les coactivateurs. Ces antagonistes d’AF-2 sont considérés comme
purs. Un antagoniste de ERP a montré une inhibition de la stabilisation de I’hélice alpha 12
I’empéchant d’interagir avec le reste du domaine LBD (89). D’autres antagonistes présentent
cependant des structures analogues aux agonistes de leurs NR respectifs (ex : la Flutamide et la
Progestérone, des antagonistes puissant de I’AR et MR respectivement) faisant intervenir d’autres

mécanismes d’inhibition (66).

ii.  Les agonistes inverses

Ils se caractérisent par leur capacité a inhiber I’activité de transcription basale de certains NR, ou la
stabilisation de la liaison avec des corépresseurs par interaction a un site différent des agonistes ou
antagonistes classiques. C’est le cas pour GW6471 qui stabilise I’interaction de PPARa avec le
corépresseur SMRT par la création d’un site d’interaction hydrophobe (67), ainsi que les
diethylstilbestrol et 4-hydroxytamoxiféne qui inhibent I’activité de transcription basale de I’ERRy par

modification conformationelle de son domaine LBD (90).

iii.  Les agonistes/antagonistes partiels

Ces composés possedent une activité réduite par rapport aux agonistes ou antagonistes classiques, et
montrent une activité dépendante du contexte cellulaire. C’est le cas pour GW0072 (agoniste partiel
de PPARY) qui stabilise faiblement I’hélice alpha 12 dans sa conformation active. La conformation
finale (agoniste ou antagoniste) dépendra de la concentration intracellulaire de coactivateur ou
corépresseur (9). Parmi ces derniers, les SNuRMs (pour Selective Nuclear Receptor Modulators)
permettent un effet agoniste ou antagoniste spécifique du tissu, dépendant de la présence de

corégulateurs (91).

32



II. Les Liver X Receptors

Les LXR sont des récepteurs nucléaires exprimés sous deux isoformes dans I’organisme : LXRa
(NR1H3) et LXRB (NR1H2). LXRp a une expression ubiquitaire, alors que LXRa est principalement
exprimé dans les tissus ayant une activité métabolique du cholestérol tels que le foie, I’intestin, les
reins, les adipocytes et la rate (92). Ils ont une localisation nucléaire préférentielle en 1’absence de
ligands (46,47), formant des hétérodiméres permissifs avec les RXR (pouvant étre activés par un
ligand de RXR tel que I’acide 9-cis rétinoique). Idéalement, I’hétérodimere se fixe sur un élément de
réponse au LXR (LXRE) constitu¢ de deux séquences hexamériques (AGGTCA) répétées de manicre
directe et séparées de 4 nucléotides (DR4). Cependant, I’analyse des promoteurs des genes cibles des
LXR montre la présence de nucléotides invariants, ainsi que d’autres trés variables. La séquence
consensus est la suivante :[G/T/A]G[G/T]|T[C/T]A-4n-[C/A/T]G[G/T][T/G]CA, avec les variations
observées entre les crochets [] (93). Ainsi, bien que les deux isomeres de LXR aient la méme affinité
de liaison au LXRE «idéal », leur affinité, et donc leur fixation préférentielle a I’ADN est
dépendante de la séquence des LXRE (93,94). En absence de ligand, I’hétérodimere est li¢ a un
complexe corépresseur. La liaison de LXR ou RXR a son ligand entraine une modification
conformationelle des NR, entrainant I’échange corépresseur/coactivateur, permettant la transcription
du gene cible en aval. Une activité de transrépression par les LXR peut également étre observée selon
plusieurs mécanismes (Chapitre 1.7). Par ces fonctions, les LXR ont principalement ét¢ impliqués
dans le métabolisme du cholestérol et dans la modulation de la réponse inflammatoire. Leur

régulation dans ces deux contextes est dépendante de la présence ou non de ligands.
1. Modulation de I'activité des Liver X Receptors par les ligands

i.  Agonistes naturels
Il est communément admis que les ligands physiologiques majeurs des LXR sont des dérivés
oxygénés du cholestérol nommés « oxystérols » (95,96). Ils peuvent étre issues de la stéroidogenése
(permettant la formation du 22(R)-hydroxycholestérol et le 200,22-dihydroxycholestérol), de la
biosynthése du cholestérol, de la dégradation du cholestérol par les « stérols hydroxylases »,
générés par réactions non enzymatiques (par action des especes réactives de 1’oxygene [ROS]) ou

délivrés par I’alimentation (95).

Les LXR ont une activité¢ de régulation du cholestérol intracellulaire. La voie de biosynthése du
cholestérol (voie du mévalonate) génere le 24(S),25-époxycholestérol qui pourra activer les LXR.

Les hydroxylases jouent un role important dans la dégradation et I’efflux du cholestérol vers le foie,
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pour son ¢limination ultime de 1’organisme (Figure 7). Cette voie est particuliecrement impliquée dans
la régulation du cholestérol cérébral, étant donné que les HDL et plus généralement le cholestérol ne
peuvent pas franchir la membrane hémato-encéphalique empéchant les modes d’efflux classiques
(ChL.IIL3). Le cholestérol est dégradé dans les neurones par I’enzyme CYP46, qui générera le 24(S)-
hydroxycholestérol (24(S)-HC), un puissant agoniste de LXR (97). Le 24(S)-HC, contrairement au
cholestérol, peut franchir la barriére hémato-encéphalique (98) pour étre dégradé par le foie en
7a,24(S)-dihydroxycholestérol ou directement excrété en acides biliaires (99). De maniére analogue
au 24(S)-HC, le cholestérol peut étre dégradé en 27-hydroxycholesterol (27-HC), un agoniste des
LXR, permettant son efflux. L’enzyme CYP27 (génératrice du 27-HC) catalyse 3 étapes d’oxydation
consécutives permettant la dégradation du cholestérol en acide cholesténoique (un autre agoniste de
LXR) qui pourra comme le 27-HC étre excrété de la cellule, indépendamment des HDL. Le 27-HC
plasmatique pourra étre dégradé au niveau hépatique en 70,27-dihydroxycholestérol puis en acide
chemodéoxycholique qui pourra étre excrété (100). Trois autres oxystérols sont retrouvés de maniere
endogene, possédant cependant une génération plus restreinte : le 4B-hydroxycholestérol généré dans
le foie et I’intestin (101), le 25-hydroxycholestérol (102), ou possédant une faible propriété agoniste
des LXR (7a-hydroxycholestérol (103)).
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Figure 7 - Voies métaboliques du cholestérol et synthése de ligands naturels des LXR.

Biosynthése du cholestérol par la voie du mévalonate (gauche), dégradation du cholestérol pénétrant dans la cellule ou de la
biosynthése, par les hydroxylases (droite). Abréviations : T-MAS : 4,4-dimethyl-5a-cholesta-8,24-dien-3b-ol ; FF-MAS : 4,4-
dimethyl-5a-cholesta-8,14,24-trien-3b-ol ; -HC : Hydroxycholestérol. Adapté de la référence (104,105)

Les oxystérols générés par les ROS sont principalement retrouvés dans des circonstances
pathologiques  (7-keto-,  7a-hydroxy-, 7p-hydroxy-, 5,6-epoxycholestérol, et 3pB,50,6pB-
trihydroxycholestane). Ces derniers ont une faible affinité pour les LXR, mais sont les principaux
oxystérols constituant les oxLDL et entrainant des effets défavorables tel que 1’inhibition de la vaso-
relaxation dépendante de I’endothélium (106) et 1’apoptose monocytaire (107). Depuis que la
concentration en 7f-hydroxycholestérol est corrélée avec I’épaisseur de I’intima-media artérielle
(108) et est réduite par traitement antioxydant (109), ces oxystérols sont considérés comme impliqués
dans la pathogené¢se de maladies associées aux stress oxydatifs, comme 1’athérosclérose (108,109).

Il a été observé que d’autres molécules issues de la voie de biosyntheése du cholestérol ont un fort

potentiel agoniste des LXR. C’est le cas du 24-déhydrocholestérol, aussi appelé desmostérol ; 4,4-

diméthyl-5a-cholesta-8,14,24-triene-3p-ol aussi appel¢ FF-MAS ; 4,4-dimethyl-5a-cholesta-8,24-
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diéne-3fB-ol aussi appelé T-MAS (104). Enfin, il a également été rapporté que le glucose et le
glucose-6-phosphate pouvaient activer les LXR (110).

Alors que les oxystérols sont des ligands naturels des LXR ayant pour majorité une activité agoniste,

certaines molécules présentent des caractéristiques antagonistes des LXR.

ii.  Antagonistes naturels

Le géranylgéranylpyrophosphate, un des intermédiaires de la voie des mévalonates a été décrit
comme antagoniste de I’activité transcriptionelle de LXRa et LXR[ en inhibant leur liaison avec les
complexes coactivateurs (111,112). Cet effet inhibiteur est aussi induit par des sulfonates de
cholestérol oxydés (113,114). Certains acides gras polyinsaturés (comme les acides arachidonique,
eicosapentaénoique, docosahexaénoique et linoil¢ique) sont des antagonistes de compétition avec les

agonistes LXR (115,116).

2. Autres modes de régulation
D’autres mécanismes de modulation de I’activité des LXR ont été observés. Ils passent notamment
par la modulation de la transcription des LXR par d’autres facteurs de transcription, les modifications
post-traductionnelles, ainsi que la modulation des génes contenant des LXRE par d’autres facteurs de
transcription. Ces différents mécanismes ainsi que les effets des ligands naturels vus ci-dessus sont

résumés dans le tableau 2 ci-dessous.
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Tableau 2 - Modulation des LXR.

*L.’Acide Hyocholique (HCA pour Hyocholic Acid) et Acide Hyodeoxycholique (HDCA pour Hyodeoxycholic Acid) sont des

agonistes spécifiques de LXRao. ** Seule I’expression de LXRa est régulée. ***ALK-1 phosphoryle uniquement LXRp.

Ligands Naturels
Agonistes Antagonistes
22(R)-Hydroxycholestérol géranylgéranylpyrophosphate
24(S), 25-époxycholestérol Acides gras polyinsaturés
24(S)-Hydroxycholestérol Oxystérol 3-sulfonates
25-Hydroxycholestérol
27- Hydroxycholestérol
FF-MAS/T-MAS
HCA, HDCA*
Glucose
Expression des LXR
Augmentation Diminution
PPARa et y agonists 17p-estradiol
Insuline Lipopolysaccharide
IL-10 Cyrokines proinflammatoires (dont IL-10, TNFa)
Agonistes LXR** Stress oxydatif

Produits de péroxydation des Lipides
(par stimulation de PPARY)

Modulation posttransaltionelle de I’activité des LXR
Augmente Diminue
cAMP (stimule la liaison au CNRE) Phosphorylation par :
-cAMP-Protéines kinase A
(inhibe la liaison au LXRE)
-ALK-[#**

D’autres NR rentrant en compétition avec les LXR pour la

liaison aux RXR (PPARa, PPARYy, VDR, TRp, FXR)

Complexe non-fonctionnel avec PPARa

Moduation des génes contenant les LXRE par d’autres NR
Liaison de TRB1 au LXRE en présence de T; Liaison de TRB1 au LXRE en I’absence de T;

Abréviations : T3 : triiodothyronine, ligand des TR ; TRp1 : thyroid hormone receptor 1 ; CNRE : cAMP-negative response

element, Adapté de la référence (104)
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III. Implication des Liver X Receptors dans le métabolisme du cholestérol.

Comme décrit ci-dessus, l’activation des LXR est régulée par plusieurs intermédiaires du
métabolisme du cholestérol. Cet élément est un constituant essentiel des membranes plasmiques des
cellules et de la communication intercellulaire via la formation d’hormones stéroidiennes (117). La
dérégulation de son homéostasie est associ¢e a de nombreuses circonstances pathologiques, dont les
pathologies malignes (dont carcinome, adénome et fibrosarcome) (118), et des maladies
cardiovasculaires telle que I’athérosclérose (119). Les LXR sont impliqués dans le controle de son
homéostasie a travers la régulation de son entrée dans la cellule, de sa biosynthése et de son efflux en

vue de son ¢limination de 1’organisme.

1. Entrée du cholestérol dans la cellule
Le cholestérol provenant de la nourriture est initialement absorbé par les entérocytes du petit intestin
qui I’« emballe » avec les triglycérides en lipoprotéines nommées « chylomicrons ». Une partie des
triglycérides sont hydrolysés lors de la circulation, et de nouvelles apoplipoprotéines telle que
’apolipoprotéine E (ApoE), sont ajoutées pour former des chylomicrons rémanents qui seront pris en
charge par les hépatocytes. Les hépatocytes, sécrétent alors les lipides sous forme de lipoprotéines de
trés faibles densités (VLDL pour «very low density lipoproteins ») qui sont modifiées dans la
circulation en lipoprotéines de faible densit¢ (LDL pour « low density lipoproteins ») délivrant le

cholestérol aux cellules périphériques.

L’internalisation des lipoprotéines circulantes fait intervenir des récepteurs aux lipoprotéines qui
appartiennent a la famille des récepteurs au LDL (LDLR), comprenant notamment les LDLR,
VLDLR, LRP5/6, LRP1, et LRP2. Les LDLR ont une expression ubiquitaire. IIs peuvent se lier aux

apolipoprotéines contenues dans les LDL, les VLDL et les chylomicrons.

Le complexe récepteur/ligand est alors internalisé, conduisant au recyclage des récepteurs a la

membrane cellulaire, alors que les lipoprotéines seront dégradées dans les lysosomes.

La dégradation des lipoprotéines fait intervenir les acides lipases (dégradation des esters de
cholestérol et triglycérides), alors que le cholestérol libre peut quitter I’endosome pour intégrer les
membranes d’autres compartiments cellulaires tels que la membrane plasmique et le réticulum
endoplasmique. Le cholestérol du réticulum endoplasmique pourra étre estérifié par 1’acyl-CoA
cholestérol acyltransferase (ACAT) pour étre stocké sous forme de gouttelettes lipidiques dans le

cytosol.
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Cette dégradation permet la génération de ligands de LXR (ex : 27-hydroxycholestérol par la stérol
27-hydroxylase (120)), induisant I’expression de la protéines IDOL (Increased Degradation of LDL
Receptor Protein) responsable de la dégradation des LDLR et VLDLR par le protéasome (121). Ce
mécanisme impliquant LXR permet donc de limiter I’entrée du cholestérol dans les cellules, et son

accumulation.

Il est & noter que les modifications des particules de lipoprotéines (ex : LDL acétylés ou oxydés)
peuvent modifier la voie d’entrée du cholestérol dans les cellules, échappant donc au contrdle

présenté ci-dessus.

Il a été observé que les LDL acétylées montraient une prise en charge par les macrophages 100 fois
supérieure aux LDL natives, impliquant une interaction par un site membranaire de haute affinité
(122). De méme les LDL oxydées reconnaissent le complexe TLR4/MD2 ainsi que des récepteurs
« scavenger » tels que CD36 et SRA, entrainant I’accumulation du cholestérol dans les macrophages,

contribuant a la physiopathologie de I’athérosclérose (78,123,124).

2. Biosynthese du cholestérol
Le cholestérol synthétis¢ de novo représente 70% du cholestérol corporel total (125). Cette
biosynthése passe par la voie du mévalonate, une cascade enzymatique hautement régulée par les

facteurs de transcription de la famille des SREBPs.

Les SREBPs sont des protéines présentes a la membrane du réticulum endoplasmique, possédant des
parties N- et C-terminales cytoplasmiques, dont la partie N-terminale posséde une activité
transcriptionelle. Les SREBPs forment un complexe avec SCAP (SREBP-cleavage activating
protein), dont le domaine de reconnaissance des sterols Iui permet de se lier au cholesterol et de se
lier avec la protéine de retention INSIG (insulin-induced gene). Cette protéine empéche le transport
du complexe SREBP/SCAP vers le Golgi. Ceci a pour effet de limiter ’activation protéolytique de
I’activité transcriptionelle de SREBP (Figure 8).

Au contraire, en condition de faible concentration intracellulaire en cholestérol, SCAP escorte les
SREBPs vers le Golgi ou elles sont clivées. La forme transcriptionnelle active des SREBPs est alors
libérée, permettant sa migration dans le noyau, induisant I’expression de genes codant pour les
enzymes de régulation de la synthése du cholestérol et des lipides. Il a ainsi été¢ observé que la

surexpression d’une forme constitutivement active de SREBP dans des hépatocytes murins induisait
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une augmentation de 75 fois la transcription du genes codant pour HMGCR, enzyme contrdlant

I’étape limitante de conversion de I’hydroxyl-méthyl glutaryl-coenzyme A en mévalonate (126,127).

cis-Golgi
. S Pas de
M9 m choletire
d SREBP ad COPII vesicle

SREBP actif

Figure 8 - Schéma de régulation post-traductionnelle des SREBPs.

En condition de concentration intracellulaire en stérols élevée, la protéine de rétention INSIG prévient le transport du
complexe SREBP/SCAP vers les vésicules riches en COPIL. Ceci empéche le transport vers le Golgi des SREBPs, prévenant
leur protéolyse nécessaire a la libération du fragment transcriptionnel actif des SREBPs (pouvant réguler la synthése du
cholestérol via HMGCR et I’entrée du cholestérol via LDLR). HMGCR subira également la régulation post-traductionnelle par
INSIG, qui pourra induire sa dégradation en cas de forte concentration en stérols. Adaptée de la référence (128)

En complément du mécanisme de régulation post-transcriptionnel des SREBPs, ces protéines
subissent une régulation transcriptionelle de leurs genes. La famille des SREBPs comporte 3
membres, codés par 2 génes : SREBPla et SREBP1c qui sont des isoformes d’épissage codés par
srebfl, et SREBP2 codé par srebf2. La régulation de ces deux genes a été observée comme pouvant
faire intervenir une boucle d’amplification (129,130), ainsi que d’autres facteurs, dont les LXR (131).
Dans des hépatocytes de rats, il a été observé que la stimulation des LXR par un agoniste synthétique
induisait I’expression de SREBP2 et SREBP1 (132). SREBP2 a une expression ubiquitaire, et est
considéré comme un facteur de transcription primordial a la régulation des enzymes impliquées dans
la biosynthése du cholestérol, telles que la HMG-CoA synthase, HMGCR, la farnésyl diphosphate

synthétase, et la squaléne synthétase, ainsi que dans I’expression du LDLR.

Bien que ces données semblent impliquer les LXR dans I’augmentation de la cholestérogenése, il a
¢été observe que LXRa régulait négativement deux genes codant pour des enzymes impliquées dans la
biosynthése du cholestérol : la squaléne synthétase (FDFT1) et la lanostérol 14a-déméthylase
(CYP51A1). Cette régulation a pour effet une inhibition de HMGCR, et donc de la voie des

mévalonate (133).
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Ainsi, I’activation des LXR par des agonistes provenant de la dégradation du cholestérol (ex : 27-
hydroxycholestérol), d’intermédiaires de la voie des mévalonates (ex : desmostérol) ou encore de
voies détournées (ex : 24(S),25-epoxystérol (134)), a pour effet de réprimer la biosynthese du

cholestérol.

3. Efflux du cholestérol cellulaire
L’eftlux du cholestérol est un processus par lequel le surplus de cholestérol cellulaire est excrété vers
le foie, principalement via les HDL, puis converti en acides biliaires ou directement sécrété dans la
bile pour son élimination dans les féces. On parle de transport inverse du cholestérol ou RCT (pour
“reverse cholesterol transport”). Cet efflux a été observé comme faisant intervenir principalement
les transporteurs de la famille ABC (pour « ATP binding cassettes »), ABCA1 et ABCG], ainsi que
des apolipoprotéines se liant au cholestérol pour son transport dans le plasma (dont ApoAl et ApoE).
L’expression des protéines ABCA1, ABCGI et ApoE est inductible par activation des LXR (via les

oxystérols issus de la dégradation du cholestérol ou de la cholestérogenese).

L’importance d’ABCA1 dans Iefflux du cholestérol est illustrée par ses mutations a 1’origine du
syndrome de Tangier, associant un faible taux de HDL plasmatiques, ainsi qu’une accumulation de
cholestérol tissulaire dans de multiples organes (135-137). L’efflux du cholestérol cellulaire est
rendu possible par la présence d’apolipoprotéines pauvres en lipides, telles que 1I’ApoAl,
principalement produite au niveau hépatique et intestinal (70% et 30% respectivement) (138). Une
interaction fonctionnelle entre ApoAl et ABCAI permet alors le transfert de phospholipides et
cholestérol cellulaire vers I’ApoAl, donnant naissance a des particules discoidales enrichies en
cholestérol libre. Ce cholestérol sera estérifi¢é en ester de cholestérol par I’enzyme plasmatique
lécithine/cholestérol acyltransferase (LCAT), convertissant la particule HDL discoidale en HDL de
type 3, sphérique (139). Cette derni¢re pourra encore accepter du cholestérol non-estérifié et des
phospholipides grace 8 ABCG1, permettant grace a I’action de LCAT une augmentation de la taille
de la particule en HDL de type 2. L’efflux de cholestérol par ABCAL1 est également rendu possible
par d’autres apolipoprotéines pauvres en lipides, comme ceci a ¢t¢ montré pour ApoE (140). ApoE
(contrairement a ApoAl) est également produite au sein de plusieurs organes périphériques, tels que
le cerveau, ou par des cellules du systéme immunitaire comme le macrophage (141). Dans ce dernier,
I’ApoE peut induire I’efflux de cholestérol de manic¢re autocrine ou paracrine (142), et prévenir la
formation de cellules spumeuses dans la paroi vasculaire associée a I’athérosclérose. Il a également
¢té démontré que les LXR pouvaient réguler I’expression du cluster ApoC (ApoCl/ApoCII/ApoCIV)

dans les macrophages pouvant contribuer a 1’efflux du cholestérol (143). Enfin, les LXR peuvent
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induire des enzymes de modulation des lipoprotéines, telles que la lipoprotéine lipase (LPL) (144),
ou la protéine de transfert des phospholipides (PLTP) (145). Bien que non impliquées directement
dans I’efflux du cholestérol cellulaire, les LPL sont impliquées dans 1’hydrolyse des triglycérides et
la prise en charge des esters de cholestérol des HDL par les cellules hépatiques (146). Les PLTP sont
impliquées dans le transfert de phospholipides (147) et de cholestérol non estérifi¢ (148) entre les
particules de lipoprotéines, ainsi qu’entre les lipoprotéines et les cellules, favorisant la formation de
larges HDL sphériques et le relargage d’ApoAl pauvre en cholestérol qui pourra a nouveau accepter
le cholestérol cellulaire via ABCAIL. Contrairement a ABCAI1, I’efflux du cholestérol dépendant
d’ABCG1 ne semble pas requérir d’interaction directe avec des apolipoprotéines, mais peut avoir lieu
directement vers des HDL (149). Ceci rend possible la collaboration entre ABCA1 et ABCGI.
ABCAT1 convertit les ApoA-1 pauvres en lipides en lipoprotéines naissantes partiellement enrichies,

qui constituent des accepteurs efficaces de I’export du cholestérol par ABCG1 (Figure 9) (150,151).

ApoA-1 HDL naissantou HDL enrichiten
HDL2/HDL3 cholestérol
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Figure 9 - Schéma illustrant le mécanisme d'efflux du cholestérol impliquant ABCA1/ABCGI.

Les molécules d’ApoA-1 pauvre en lipide, pourront accepter le cholestérol cellulaire, selon un mécanisme d’efflux dépendant
d’ABCAL. Leur chargement en cholesterol et phospholipides permettra la formation des HDL naissant. Ces derniers ainsi que
des HDL pouvant encore étre enrichit en cholesterol (dont HDL2/HDL3) pourront accepter le cholestérol cellulaire, selon un
mécanisme d’efflux dépendant d’ABCG1._Abréviations : HDL (High Density Lipoprotein): Lipoprotéines de haute densité ;
ApoA-1 : Apolipoprotein A-1. ABCA1/G1 (ATP Binding Cassette A1/G1) ; PL : Phospholipides ; Adapté de la référence (150).

L’activation de LXR favorisera I’efflux du cholestérol en stimulant la syntheése des transporteurs
ABCA1 et ABCGI, des accepteurs ApoE et ApoC, ainsi que des enzymes de modulation des
lipoprotéines qui véhiculent le cholestérol sous ses différentes formes dans le milieu extracellulaire et

le plasma.

4. Les Liver X Receptors diminuent I'accumulation de cholestérol intracellulaire
En conclusion, les LXR limitent I’accumulation du cholestérol intracellulaire :
En limitant ’entrée de cholestérol dans la cellule en induisant la protéine IDOL, une ubiquitinase qui
entraine la dégradation des récepteurs aux lipoprotéines LDLR et VLDLR (121); en inhibant
I’expression de deux enzymes clefs de la voie des mévalonates (FDFT1 et CYP51A1) ce qui a pour

conséquence de réprimer I’action de HMGCR (133) ; en augmentant 1’efflux du cholestérol cellulaire
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par I’induction des transporteurs ABCA1/ABCG1, des apolipoprotéines acceptrices ApoAl/E/C ainsi
que des enzymes permettant le recyclage de ces derniéres par modification des lipoprotéines

plasmatiques, PLTP et LPL.
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IV. Modulation de I'immunité innée par les Liver X Receptors

1. Internalisation
Comme ¢énoncé ci-dessus, les LXR régulent I’internalisation de lipoprotéines par modulation de
I’expression des récepteurs de la famille LDLR. Les LXR ont ¢galement ét¢ décrits comme modulant
I’internalisation de particules dérivées de cellules, telles que les corps apoptotiques (appelé
efferocytose) (152), ainsi que des plaques amyloides (153). Ces effets ont ét¢ démontrés comme
dépendants du récepteur aux phosphatidylsérines, Mertk, membre de la famille des récepteurs TAM
avec TYRO3 et AXL. Bien qu’il ait ét¢ démontré que le récepteur AXL pouvait étre induit par
stimulation de RXR (partenaire protéique de LXR), plusieurs études semblent indiquer que la
stimulation des LXR par des agonistes synthétiques n’induirait pas AXL (152,153). De méme, il n’y
a pas de données a I’heure actuelle sur les effets de LXR sur I’expression de TYRO3 et des protéines
activatrices solubles des TAM (GAS6 et Protéines S) permettant leur pontage avec les

phosphatidylsérines.

D’autres récepteurs impliqués dans I’internalisation ont cependant été décrits comme pouvant étre
induits par LXR. C’est notamment le cas de la transglutaminase 2 (TGM2), la molécule soluble Clq
(fraction du complément), la stabiline-2, TIM4, et CD14 (154,155). De maniére intéressante, il a
¢galement ét€ observé par une équipe qu’ABCA1 était nécessaire a une bonne phagocytose des corps
apoptotiques, et que I’invalidation de la protéine dans un modéle murin conduisait a une diminution
de leur clairance (156), ce qui était associé a I’apparition de syndrome auto-immun
(glomérulonéphrite) (157). Cette contribution d’ABCA1 a la phagocytose de corps apoptotiques

semble passer par une collaboration avec la protéine MEGF10 (158).

Nous pouvons donc constater que bien que I’activation des LXR diminue 1’entrée du cholestérol via
les lipoprotéines, elle augmente la prise en charge de dérivés cellulaires contenant du cholestérol

membranaire, qui par sa dégradation en oxystérol pourra stimuler les LXR.
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2. Inflammation et facteurs de transcription

i.  Régulation de la réponse inflammatoire par les Liver X Receptors

Cette activation des LXR par les dérivés cellulaires internalisés a ét¢ démontrée comme participant a
la réponse anti-inflammatoire induite par les corps apoptotiques. Ainsi, Gonzalez et ses collégues ont
démontré que le contenu en stérols des corps apoptotiques pouvait activer la voie LXR qui a son tour
pouvait augmenter la transcription de facteurs immunosuppresseurs (TGFp et IL-10) (152). Un effet
immunosuppresseur a également été observé sur des DC dérivées de monocytes humains. L’ajout
d’agoniste LXR durant la différenciation en DC (IL-4 + GM-CSF 7 jours) suivi d’une stimulation par
un ligand TLR4 (LPS) augmentait la production d’IL-10 par les moDC (159).

Une diminution de la production de cytokines inflammatoires par activation de la voie LXR a
¢galement ét¢ démontrée.

Dans I’é¢tude de Gonzalez précédemment citée, I’activation des LXR par les corps apoptotiques
diminuait la production des cytokines inflammatoires IL-1p, MCP1 et IL12 (152). L’inhibition de la
production des cytokines inflammatoires IL-6, COX2, IL-12p40, IP10, TNFa, iNOS et IL-1Ra
induite par stimulation poly(I:C) ou LPS (respectivement ligands de TLR3 et TLR4), a également ét¢
observée dans des macrophages murins, par un co-traitement avec des agonistes LXR (160). Cet effet
a ¢été rapporté pour des moDC humaines (159), ainsi que des DC dérivées in vitro a partir de cellules
de moelle osseuse de souris (différenciation en GM-CSF) avec une prévention de la sécrétion d’IL-12
induite par traitement LPS (80). Dans le modéle de moDC, cet effet s’accompagnait d’une
diminution de la formation de la synapse immunologique en présence de LTCD4, médiée par la
répression de la protéine de remodelage du squelette d’actine : fascine (159). Les effets anti-
inflammatoires ont également ét¢ démontrés par la prévention de I’expression du récepteur au
chimiokines CCR7 par stimulation de LXRa dans des DC infiltrant les tumeurs, prévenant la
migration vers les organes lymphoides secondaires et 1’inhibition d’une réponse T anti-tumorale

(161).

Des données tendent cependant a attribuer un effet pro-inflammatoire a la voie LXR. Dans une lignée
murine de macrophages (RAW264.7), il a été observé que I’activation de la voie LXR par un
agoniste synthétique induisait I’expression d’IFNy. Le géne codant pour cette cytokine a ét¢ montré
comme étant sous la dépendance d’un LXRE et donc de I’activité transcriptionnelle de LXR (162).
Le gene codant pour TLR4 a également été¢ observé dans des macrophages humains comme étant

sous la dépendance d’un LXRE, entrainant une augmentation de la réponse au LPS des macrophages,
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pour 48h de prétraitement agoniste LXR (163). De méme, la stimulation des LXR des le premier jour
de différenciation de monocytes humains en moDC (5 jours IL-4 + GM-CSF) sensibilisait les moDC
a une stimulation TLR4, augmentant I’expression des molécules de costimulation CD80/CD86, la
sécrétion des cytokines inflammatoires (IL-6, IL-8, TNFa, IL-12p70), la stimulation de NF-kB ainsi
que l’activation de lymphocytes TCD4 naifs (164). Des effets similaires ont été observées sur des DC
dérivées de la moelle osseuse de souris (6 jours en présence de GM-CSF) traitées avec un agoniste
LXR suivit d’un traitement LPS (stimulation TLR4) (165). Enfin, des moDC humaines immatures
ainsi qu’une lignée de DC immature humaine DC2.4 ont montré une augmentation de 1’expression de
CCR7 induite par traitement agoniste LXR (166). La disparité des données obtenues principalement
sur les DC semble indiquer un effet de la voie LXR sur I’inflammation, dépendante du modele et des

circonstances expérimentales (discuté ref (167)).

La régulation de I’expression des geénes codants pour des protéines impliquées dans la réponse
inflammatoire a été¢ démontrée comme impliquant plusieurs mécanismes (illustré Ch L1.7). Dans des
macrophages murins, il a été observé que les facteurs inflammatoires (IL-6, COX2, IL-12p40, IP10,
TNFa, INOS et IL-1Ra), réprimés par LXR durant une stimulation TLR3 ou TLR4, ne présentaient
pas de motif LXRE dans leur séquence promotrice mais des sites de fixation des facteurs de
transcription NF-kB et AP-1, suggérant un mécanisme de transrépression (160). Des macrophages de
souris invalidées pour NCoR ou SMRT ont montré une perte de I’effet inhibiteur des LXR, validant

I’implication d’un mécanisme de transrépression impliquant ces corépresseurs (83).

L’inhibition de la signalisation par STAT1 (induite par I’IFNy) dans les astrocytes et macrophages, a
¢galement été démontrée comme dépendante de LXR via la fixation de LXR-SUMOyI¢é sur STAT1

phosphorylé, empéchant la fixation du facteur de transcription au site promoteur cible (77,168).

Dans des cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse (en présence de GM-CSF), I’activation
de LXR entrainait une diminution de I’expression de la sous-unit¢ p50 de NF-xB et de la
phosphorylation de la sous-unité p65 induite par TLR4. Une inhibition de la translocation nucléaire

de la sous unité p50 était observée sans effet sur celle de p65 (80).

Récemment, un mécanisme de répression de I’inflammation par la voie LXR a été mis en évidence
dans des macrophages murins comme dépendant de I’induction d’ABCAI. L’activation des LXR
entrainait un appauvrissement de la membrane cellulaire en cholestérol via ABCAI1, inhibant le
recrutement de MyD88 et TRAF6 vers les radeaux lipidiques, la phosphorylation des protéines de

signalisation ERK, p38 et JNK, ainsi que la translocation nucléaire de la sous-unit¢ p65 de NF-kB,
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induite par la stimulation TLR2 et TLR9 des macrophages (169). L’invalidation génique d’abcal et
abcgl avait précédemment ét¢ démontrée dans des macrophages murins comme augmentant la
réponse inflammatoire aux TLR2, 3, 4, 7 et 9. Ces effets étaient accompagnés par une augmentation
de I’expression membranaire du complexe TLR4/MD?2, et de la sécrétion des cytokines TNFa, IL-6,
IL-1p et IL-12p70 (170).

Ainsi, la régulation des réponses inflammatoires par les LXR est dépendante du modele cellulaire
¢tudié, et fait intervenir plusieurs mécanismes impliquant les LXR directement ou la modification de

I’homéostasie du cholestérol par les LXR.

ii. Impact de l'inflammation sur la voie des Liver X Receptors

A Topposé, plusieurs études montrent un effet inhibiteur des réponses inflammatoires sur des
composantes spécifiques de la voie des LXR. Ainsi il a été observé que le prétraitement de
macrophages murins (dérivés de cellules de moelle osseuse, en présence de milieu conditionné par
des cellules entéroendocrines « L-cells » comme source de M-CSF pendant 6-9 jours) avec de I'IFNy
(18h), suivi de I’agoniste LXR T091317 (24h), diminuait I’induction de abcal, srebplc et aim (3
genes cibles de LXR). Cet effet n’était cependant pas décrit pour les génes mertk, idol et abcgl,
illustrant une régulation différente de ces génes (168). De maniére similaire, le traitement par des
ligands TLR3 ou TLR4 (respectivement poly(I:C) et Lipid A) de macrophages murins péritonéaux,
ainsi que de cellules HEK-293 transfectées, montraient une inhibition de I’induction d’abcal, apoe,
srebplc et fasn, par un traitement simultané avec des agonistes LXR. Ce mécanisme a été identifié
comme dépendant de I’induction d’IRF3 par ces TLR, indépendament de la voie MyD88 et NF-«B.
De maniere intéressante, une inhibition de I’expression de la protéine iINOS était également observée,
montrant une régulation croisée entre la transcription induite par les TLR et la voie LXR (171). Cet
équilibre peut étre influencé de maniere dépendante du contexte, comme c’est le cas dans des
plaques, montrant une surexpression de TLR4 a la surface des cellules. Cet effet a été reproduit in

vitro par traitement avec des LDL oxydés de macrophages humains dérivés de monocytes (172).

Ces différentes études démontrent donc une régulation croisée entre les réponses inflammatoires
(médiées par les ligands des TLR et les cytokines) et la voie LXR, dépendantes du contexte et des

genes cibles considérés.
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V. Les Liver X Receptors dans les hémopathies malignes (et autres cancers)

Depuis plusieurs décennies, il un lien a été¢ observé entre la carcinogenese et I’accumulation cellulaire
de cholestérol (118). Dans le cancer du sein, il a été observé une augmentation de la prolifération des
cellules cancéreuses et de I’angiogenése tumorale. De plus, le taux de cholestérol plasmatique durant
la progression tumorale, mais non I’initiation, était abaissé alors que les cellules tumorales sur-
exprimaient les récepteurs aux lipoprotéines LDLR et SR-Bl. Ces données suggeérent une
surconsommation du cholestérol par les cellules cancéreuses (173). Une augmentation de la
prolifération induite par le cholestérol a également ét¢ démontrée avec des cellules de cancer du
colon. Cette derniére était associée a la phosphorylation de Akt et I’augmentation de la transcription
du facteur Jun (174). Dans plusieurs études menées avec des cellules de leucémie aigué myéloide ou
leucémie myéloide chronique (LAM et LMC respectivement), il a été observé :

une augmentation de I’activité et de I’expression du récepteur LDLR (175) ;

une diminution de la dégradation des LDLR par boucle de rétrocontrdle et ’accumulation du

cholestérol (que nous savons aujourd’hui induite par les LXR) (176) ;

une augmentation de [’activité et de I’expression de I’enzyme HMGCR, (enzyme clef de la

biosynthése du cholestérol) (175) ;

ainsi qu’une diminution de la synthese hépatique d’acide biliaire chez les patients souffrant de LAM,

voie nécessaire a 1’élimination de I’exces de cholestérol dans 1’organisme (177).

De manicre intéressante, il a ¢té observé dans des cellules de LAM une diminution de la sensibilité
aux chimiothérapies due a un exces de cholestérol, 1'utilisation de statine (inhibiteur de la HMGCR)
augmentait la chimiosensibilité des cellules en diminuant le cholestérol intracellulaire (178,179). De
plus, il a ¢été observé que des cellules chimiorésistantes montraient une augmentation de
I’internalisation de LDL et de I’expression de HMGCR (180). La modulation du cholestérol
intracellulaire dans les cellules malignes a été¢ étudiée comme approche thérapeutique dans divers
cancers (110,181-184). Ceci est illustré par une méta-analyse récente démontrant une diminution de

la mortalité liée au cancer par les statines (185).

Ces données semblent indiquer un effet thérapeutique de la déprivation en cholestérol des cellules
malignes. Comme détaillé ci-dessus, I’activation de la voie LXR conduit & une diminution du
cholestérol intracellulaire via une réduction de I’entrée du cholestérol, une répression de sa
biosynthése et une augmentation de son efflux (Ch L.III). Il a été¢ confirmé sur plusieurs types de

cancer un effet anti-prolifératif et anti-tumoral des agonistes LXR (Tableau 3) (186).
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Tableau 3 - Traitement par agonistes LXR dans les cancers

Cancer Expression Combinaison Références
des LXR

Prostate LXRa & B / (187,188)

Sein LXRa & B / (189-192)

Ovaire LXRa & B / (193)

Peau LXRpB Decarbazine et vemurafenib ~ (194,195)

(mélanome)

Pancréas LXRp Gemcitabine (196)

Cerveau ? / (197,198)

(Glioblastome)

Sang LXRa & 3  Bexarotene (199-201)

(LAM, LLC,

MM)

Poumon LXRa & B / (162)

Colon LXRa & B / (202-204)

Abréviations : LAM : leucémie aigué myéloide, LLC : Leucémie Lymphoide chronique, MM : Myélome multiple). (Adapté de
la référence (186))

1. Les Liver X Receptors et mort cellulaire
Les études référencées dans le tableau 3 (ci-dessus) permettent de révéler des mécanismes

complémentaires de I’effet thérapeutique de la voie LXR.

Dans des cellules de glioblastome, il a ét¢ observé que I’induction de I’efflux du cholestérol par
stimulation de la voie LXR diminuait la quantité¢ de radeaux lipidiques, inhibant la phosphorylation

d’Akt, conduisant a la mort cellulaire (198).

Dans des cellules de mélanome, I’induction de la mort cellulaire par les agonistes LXR a été observée
comme dépendante de I’activation de la caspase-3 (194). De plus, une augmentation de I’expression
de BAX dans des cellules du cancer de 1’ovaire démontrait la contribution de la voie d’apoptose
intrinséque (193). Une étude réalisée sur des cellules de cancer colorectal humaines confirmait une
apoptose impliquant I’activation des caspases, inductible par la surexpression de LXRa (203). Une
augmentation de 1’apoptose par I’activation des LXR a également été démontrée dans des cellules de
leucémie lymphoide chronique B (LLC-B), avec une diminution de 1’expression de la protéine

protectrice BCL-2 (200). La contribution de la mort cellulaire induite par la caspase-1 (conduisant a
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une mort cellulaire inflammatoire : la pyropsose) a également ét¢ démontrée dans des cellules de
cancer colorectal, impliquant une activité non transcriptionnelle de LXRp (204). Ces études montrent

donc un effet direct de 1’activation de la voie LXR sur les cellules tumorales.

De manicre intéressante, une cytotoxicité spécifique des cellules cancéreuses induite par 1’activation
des LXR a été observée. Cet effet différenciel a été démontré sur des cellules leucémiques T (Jurkat
et Molt4) et lymphoblastiques B (EB-3), pour lesquelles la stimulation de la voie LXR induisait la
mort des cellules cancéreuses sans affecter les cellules normales. Ce mécanisme a été démontré
comme dépendant de I’isoforme LXRa suggérant que la surexpression de cet isoforme pourrait étre
un ¢lément de bon pronostic dans cette pathologie. La stimulation de cette voie LXR montrait une
diminution de I’expression de BCL2 (facteur anti-apoptotique), ainsi qu’une augmentation de la
protéine pro-apoptotique Par-4 (205). Cette ¢étude est encourageante pour le développement

d’agoniste LXR pour I’¢limination de cellules tumorales.

2. Régulation du cycle cellulaire par les Liver X Receptors
Les agonistes LXR peuvent également contribuer a la régulation du cycle cellulaire. Dans 1’étude
citée ci-dessus s’intéressant aux cellules leucémiques T et lymphoblastiques B, il a été observé que la
stimulation de la voie LXR réprimait les protéines contribuant au passage en phase S du cycle
cellulaire (c-Myc, E2F-1 et AAT). Dans des cellules de cancer du sein, un traitement par agoniste
LXR entrainait une diminution de la prolifération cellulaire associée avec une rétention en phase G0-
G1 du cycle cellulaire. Il a été observé une diminution de 1’expression des protéines KP2, cycline A2
et cycline D1 impliquées dans la régulation du cycle cellulaire. Une augmentation de p53 et une
diminution de la phosphorylation de Rb étaient également observées (190). Un arrét du cycle
cellulaire en GO-G1 induit par activation de la voie LXR a également été identifi¢ dans des cellules
de cancer du pancréas comme faisant intervenir la diminution de SKP2 conduisant a une réduction de
la dégradation de p27Kipl (187). L’implication de la régulation des membres de la famille E2 a
¢galement été observée dans des cellules du cancer du sein, avec une répression de la transcription de

E2F2 par les agonistes LXR, bloquant le cycle cellulaire (189).

3. Liver X Receptors dans les cellules somatiques: régulation indirecte de la
croissance tumorale

Bien que les agonistes LXR inhibent la prolifération et la viabilité de nombreuses cellules malignes

(comme développé ci-dessus), une étude a démontré que le traitement in vitro de cellules de

mélanome par ces agonistes LXR n’affectait aucun de ces caracteres, malgré une expression basale
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de LXRp. Au contraire, les agonistes LXR montraient une forte activité antitumorale sur les mémes
cellules in vivo. Cette différence a été expliquée par I’induction d’ApoE par activation de la voie
LXR dans les cellules malignes et de I’environnement tumoral. Cette apoliprotéine agit sur les
cellules de mélanome en inhibant leur capacité de prolifération (par interaction avec le récepteur
LRPI1), et agit sur les cellules endothéliales en inhibant leur recrutement (via interaction avec le
récepteur LRPS), (195). Ceci suggere un effet de la stimulation de la voie LXR dans I’environnement

tumoral, permettant une régulation indirecte de la croissance tumorale.
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VI.  Utilisation clinique des agonistes Liver X Receptors : espoirs et limitations

La modulation pharmacologique de I’activation des LXR a démontré un grand intérét thérapeutique
dans plusieurs pathologies métaboliques, inflammatoires et malignes. Bien que les premiers agonistes
des LXR aient montré¢ des effets délétéres (augmentation sérique et hépatique des triglycérides,
stéatose hépatique (206)) limitant leur utilisation clinique, le développement continu et ciblé de
nouvelles molécules permet de favoriser les effets thérapeutiques tout en limitant les effets

secondaires néfastes (206,207).

Dés le début des années 2000, deux agonistes synthétiques pan-LXR (stimulant LXRa et LXRp) ont
¢été développées. I s’agit de T0901317 et GW3965 (208,209). Malgré un effet thérapeutique probant
dans I’athérosclérose, il a été observé une stimulation de la lipogenése hépatique par la voie des
SREBPs, conduisant a une augmentation du taux de triglycérides et de VLDL plasmatiques, ainsi
qu’a une stéatose hépatique (208,210). Plusieurs approches ont alors été¢ envisagées pour limiter ces

effets, reposant notamment sur 1I’expression préférentielle des isoformes de LXR.

L’isoforme LXRa est prédominant dans le foie et a ét¢ décrit comme impliqué dans la lipogenése
hépatique délétere, a ’aide d’un modele murin invalidé pour Ixra (211). Les recherches se sont donc
tournées vers le développement d’agonistes spécifiques de 1’isoforme ubiquitaire LXRP. Cette
approche était encouragée par I’é¢tude du modele murin invalidé pour [xra, montrant une forte activité
anti-athérosclérose de LXRP (212). Bien qu’il existe une grande similarité du domaine de liaison aux
ligands des deux isoformes de LXR (213,214), le développement de plusieurs composés comme ceux
dérivés du tetrahydro-cyclopenta[bJindoles, pourrait s’avérer intéressant. Ces composés montrent une
activation prépondérante de LXRp, avec une augmentation du taux de HDL circulants (anti-

athérosclérotique), sans modifier le taux de triglycérides plasmatiques (215).

Une autre approche a été le développement d’antagonistes des LXR hépatiques. 11 a été observeé dans
un modele murin de diabéte de type 2 que I’invalidation des deux isoformes de LXR permettait une
restauration de la sensibilité a I’insuline, ainsi qu’une diminution de la lipogenése et de la stéatose
hépatique. Ces souris conservaient cependant une lipogenese active au sein des tissus adipeux
associée a une accumulation des graisses (216). Paradoxalement, le traitement de souris obéses avec
des agonistes LXR favorise également une meilleure tolérance au glucose, limitant la glycogenese
hépatique et augmentant la prise en charge du glucose par les adipocytes. Cependant, cet effet
bénéfique est limité par la toxicité hépatique des agonistes LXR (217). La synthése d’un agoniste

inverse des LXR (SR9238) distribu¢ principalement au niveau hépatique, et en second lieu au niveau
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intestinal (dégradé par les lipases plasmatiques), permet d’inhiber la lipogenése et prévient la stéatose

hépatique (217).

Le développement de modulateurs des voies LXR spécifiques de tissus est trés étudié. Ainsi, un
agoniste stéroidien synthétique (ATI-829) a démontré une activation de la voie LXR au niveau
intestinal et dans les macrophages, mais n’augmentait pas 1’expression hépatique des génes cibles de
LXR (dont fasn et srebplc impliqués dans la lipogenese). Ceci se traduisait par une prévention de
I’athérosclérose dans un modéle de souris LDLR KO, sans augmenter le taux de triglycérides et de
VLDL plasmatiques (218). Une étude récente a proposé la possibilité d’une activation ciblée des
LXR, spécifique d’un tissu, par I'utilisation d’un agoniste conjugué a un anticorps monoclonal de
ciblage. Dans cette étude, un agoniste LXR était conjugué a un anticorps anti-CD1 I¢ permettant une
activation spécifique de la voie LXR dans les cDC, les monocytes et les macrophages humains sans
stimulation dans les hépatocytes (219). Cette stratégie prometteuse pourrait permettre de promouvoir

I’effet anti-inflammatoire ou anti-cancer des agonistes LXR sans induire la lipogenéese hépatique.

Etant donné le caractére permissif de I’hétérodimére RXR/LXR, une autre approche utilisant un
agoniste de RXR permettant d’induire 1’activité transcriptionnelle des LXR a été évaluée.
L’utilisation de Bexaroténe (agoniste RXR) dans un modéle murin de la maladie d’Alzheimer,
permettant 1’activation de la voie LXR, induit la production d’ApoE conduisant a la diminution des
plaques amyloides (220). Cette approche est des plus intéressante car le bexaroténe est approuvé par
I’administration américaine (FDA pour Food and Drug Administration) pour son utilisation par
administration orale dans le traitement de lymphomes cutanés T (221). L’utilisation de cet agoniste
n’a cependant révélé qu’une reproduction partielle de 1’effet des agonistes LXR, nécessitant dans

certain cas une association avec un agoniste LXR (199).

L’induction spécifique de la fonction de transrépression de la voie LXR a pu étre réalisée par un
agoniste synthétique de haute affinité pour LXRP : le GSK9772. Ce dernier montrait une diminution
de la sécrétion de cytokines inflammatoires induite par les LXR SUMOylés, sans augmentation du

taux de triglycérides plasmatiques (222).

Les approches permettant une optimisation des effets thérapeutiques des modulateurs de LXR sont
variées et prometteuses. Cependant, elles sont encore restreintes pour la plupart a des études
précliniques. Il existe une différence génétique entre ’homme et la souris concernant la voie des
LXR. Par exemple, les promoteurs des genes cetp (223), Ixra (224) et tir4 (163) ne sont pas sous la

dépendance des LXR chez la souris contrairement a I’homme. Les modeles précliniques ne sont de ce
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fait que partiellement relevants pour ’homme, bien que leur utilisation reste nécessaire avant

I’utilisation des molécules dans les études cliniques.

1. Les agonistes des Liver X Receptors dans les études cliniques
Le premier agoniste LXR a avoir été testé chez ’homme est le LXR-623. Ce dernier montrait des
résultats encourageants avec 1’induction des molécules d’efflux du cholestérol ABCAI et ABCGI
sur les cellules sanguines d’individus sains, et une lipogenese hépatique n’apparaissant qu’a forte
concentration. Cependant, des évenements neurologiques imprévus (et encore inexpliqués) ont
conduit a Iarrét de I’é¢tude. A I’heure actuelle, aucun événement de cette nature n’a été publi¢ pour
les autres agonistes testés, et I'implication de la stimulation de la voie LXR dans ces complications
n’a pas pu étre démontrée. D’autres composés ayant fait 1’objet d’un essai clinique de phase 1 ont
montré des succes limités avec un arrét des études pour des raisons souvent non mentionnées. A
I’heure actuelle, 1’acide hyodéoxycholique développé par le laboratoire « AtheroNova » dans le
traitement de I’hypercholestérolémie est activement engagé dans une ¢étude clinique

(ClinicalTrials.gov identifier: NCT01931241), (Tableau 4).
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Tableau 4 - Agonistes LXR couramment utilisés comme outil d’étude ou ayant fait I’objet d’une étude clinique.

Composé Laboratoire Avancement de ’étude Références
T0901317 o Tularik (maintenant e Premier agoniste des LXR (208)
(N-(2,2,2-trifluoroethyl)-N-[4- Amgen) décrit.
51"121,1211 ::;K‘;;;)l_;ﬁ;?o;g;;“_ e Utilisé comme outil d’étude
benzenesulfonamide) mécanistique.
GW3965 ¢ GlaxoSmithKline o Inhibe I’atherosclerose dans (209,225)
(3-[3-[N- des modéles murins.
G o), e —
phenylacetic acid hydrochloride) plasmatiques de VLDL-C et
LDL-C et augmentation de
HDL-C.
LXR-623 o Wyeth e Phase I (2006-2007). CliniclaTrials.gov :
Pharmaceuticals e Projet terminé pour des NCT00379860 ;
(maintenant Pfizer) raisons non divulguées. (226,227)
CS-8080 ¢ Daichii Sankyo o Phase [ (2008-2015) CliniclaTrials.gov :

BMS-779788 (aussi nommé XL-652) o

BMS-852927 (aussi nommé XL-041) o

Acide Hyodeoxycholique

(Dérive d’acide biliaire)

Exelixis et Bristol-
Myers Squibb
Exelixis et Bristol-

Myers Squibb

e AtheroNova

Projet terminé pour des
raisons non divulguées.
Phase I (2009-2011).
Complétée.

Phase I (2012-2013)
(patients souffrant
d’hypercholesterolémie,
traités avec des statines).
Projet terminé.

Phase I (2013-...).

En cours.

NCT00796575

CliniclaTrials.gov :
NCT00836602
CliniclaTrials.gov :

NCT01651273

ClinicalTrials.gov :
NCT01931241
(228)

Abréviations : VLDL-C : Very Low Density Lipoprotein Cholesterol, LDL-C : Low Density Lipoprotein Cholesterol. Adapté de la

référence (206)
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Chapitre II. Les Cellules Dendritiques Plasmocytoides Humaines
I.  Généralités

1. Bref Historique

Figure 10 - Les Prix Nobels de Physiologie et Médecine 2011

Ralph M. Steinmann (Gauche) « Pour sa contribution a la découverte des cellules dendritiques et leurs réles dans I'immunité
adaptative », Jules A. Hoffmann (droite) & Bruce A. Butler (centre) « Pour leurs découvertes concernant I’activation de
I’immunité innée ».

En 1958, O.A. Trowell conclut que les lymphocytes ne pouvaient pas initier une réponse immunitaire
efficace sans une cellule tierce (229). Ce n’est qu’en 1967 que Mosier et son équipe démontrérent
que ce type de cellule pouvait étre retrouvé parmi la fraction des cellules adhérentes de la rate. Lors
d’une expérience in vitro, I’ajout d’antigénes (érythrocytes de mouton) a cette fraction cellulaire
permettait leur phagocytose et I’induction d’une forte production d’anticorps par les lymphocytes en
suspension (230). La reproduction de cette expérience a permis de démontrer qu’aprés incubation
avec I’antigéne pendant 1 a 4 heures, une partie des cellules adhérentes se décollaient pour former
des clusters avec les lymphocytes en suspension. De plus, ’hémagglutination des érythrocytes ovins
se produisait au niveau de ces regroupements cellulaires. En 1973, lors d’une conférence a Leiden,
Ralph Steinman présentait un nouveau type de cellules, observées dans des cultures de splénocytes
murins. 11 décrivit ces cellules comme représentant une faible fraction des cellules adhérentes
spléniques (<1%), ayant une capacité de phagocytose inférieure a celle des autres cellules adhérentes,

présentant une forme irrégulicre et la capacité de se décoller du support de culture. Ces cellules furent

alors nommées cellules dendritiques ou DC (dendritic cells) (231).

Dés lors, le développement des connaissances et des techniques relatives aux DC (protocoles de
purification et anticorps cytotoxiques) ont permis de valider le caractere indispensable de ces cellules
a Dactivation lymphocytaire T et B (232,233). Ces avancées techniques ont également permis de

révéler chez la souris :
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I’implication des DC du donneur dans le rejet de greffe (234) ; I'implication des DC dans la réponse
antitumorale (235) ; ainsi que leurs implications dans plusieurs actions de modulation de la réponse

immunitaire (236).

2. Sous-populations de cellules dendritiques
Les fonctions des DC ont été démontrées comme multiples et dépendantes de leur environnement
(dont les conditions inflammatoires et partenaires cellulaires) et de la sous-population de DC étudiée.
Cette classification en sous-populations est déterminée par leur origine cellulaire, leur localisation,

leur modalité de migration, ainsi que leur phénotype et leurs fonctions immunologiques spécifiques.
Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons principalement aux sous-populations de DC humaines.

i.  Classification
Du fait de leur accessibilité, la majorité des connaissances des DC humaines provient d’études sur la

peau et le sang.

Les DC humaines sont caractérisées par leur forte expression des molécules de CMH de classe 11
(dont HLA-DR) et I’absence de marqueurs de lignée spécifiques (dont CD3 pour les LT, CD19 pour
les LB, CD14 pour les Monocytes, CD66b pour les Granulocytes) (237).

Les DC du sang ont été classées en 3 principales sous-populations : 2 sous-populations de DC dites
myéloides aussi appelées conventionnelles (cDC) caractérisées par 1’expression des marqueurs
CDI1¢/BDCA-1 (cDC1) et CD141/BDCA-3 (cDC2) et une population de DC plasmocytoides (PDC),
qui sont caractérisées par I’expression de CD123, BDCA2 et BDCA4 (Figure 11).

Des études menées sur les cellules cutanées ont permis 1’identification d’une premiere population de
DC interstitielles de 1’épiderme : les cellules de Langerhans (LC) CD1a/EpCAM/langerin/E-cadherin
(238). Deux populations de DC du derme ont été caractérisées par I’expression du marqueur CD1a et
CDI14. Bien qu’historiquement le marqueur CD14 soit caractéristique des macrophages (Mp) et des
monocytes, la capacité de migration spontanée des cellules du derme depuis les explants a permis
leur classification en DC (239,240). L’analyse par cytométrie en flux des cellules provenant de
différents tissus (foie, poumon, peau) a révélé la présence des DC CDIc" et CD141+ (initialement
identifiées dans le sang). Les DC CD14+ quant a elles n’ont pas ét¢ identifiées dans le sang. L’étude
transcriptomique de ces différentes DC (CD1c” et CD141") suggérent que les DC du sang pourraient

étre les précurseurs des DC tissulaires (241).
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Une autre population de DC a été récemment identifiée dans les sites inflammatoires, appelée de ce
fait, DC inflammatoire (infDC) (242,243). Ces infDC ont été décrites chez I’homme dans plusieurs
pathologies inflammatoires telles que la dermatite atopique, le psoriasis, la polyarthrite rhumatoide
(PR), et dans les ascites tumorales. Elles expriment les marqueurs HLA-DR, CD11c, BDCAL, CDla,
FceRl, CD206, CD172a, CD14 et CD11b, ainsi que le récepteur au M-CSF. Une étude des infDC
issues des ascites tumorales a révélé qu’elles partageaient une signature transcriptomique commune
avec les DC générées in vitro a partir de monocytes (moDC), suggérant une différenciation non pas a
partir du progéniteur commun au DC, mais a partir des monocytes (244). Cependant, il a été observe
que des infDC issues du liquide synovial de patients souffrant de PR pouvaient induire une
différenciation ex vivo des lymphocytes T CD4 naifs vers le profil Th17 (244). Au contraire,
I’utilisation de moDC comme modele de infDC de 1’épiderme (IDEC : premiére observation d’une
population de infDC (245)) induisait une différenciation vers le profil Thl (246). L’induction d’une
différenciation vers le profil Th17 a également été observée ex vivo pour des infDC issues d’ ascite
tumoraux (244). Il semblerait donc que les infDC soient semblables aux moDC, et que ces cellules
présentent la capacité d’induire la différenciation de lymphocytes T CD4 naifs vers les profils

inflammatoires Thl et Th17 (243).

La classification historique des DC tend a les distinguer selon la lignée hématopoiétique a partir de
laquelle elles sont différenciées a savoir : « myéloides » ou « lymphoides ». Alors que les ¢cDC (au
sens large, incluant les DC résidentes) sont considérées comme appartenant a la lignée myéloide, les
PDC ont ét¢ considérées comme appartenant a la lignée lymphoide. Cependant, cette distinction est

fortement remise en question (247-249).
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Figure 11 - Sous-types de cellules dendritiques humaines « classiques » et leurs équivalents murins.

Sont précisés le phénotype, I’expression des récepteurs PRR (Pathogen Recognition Receptor) et plus particuliérement les TLR
(Toll Like Receptors), ainsi que leur localisation cellulaire.

Abréviations : pDC (plasmacytoid dendritic cells) ; LC (Langerhans Cells) : Cellules de Langerhans ; ¢cDC (conventional
Dendritic Cells) : Cellules Dendritic Conventionelles. Adapté des références (250),(251)

ii.  Ontogénie des cellules dendritiques

Les DC forment une famille hétérogéne de cellules dérivées des cellules souches hématopoiétiques
(CSH) CD34. Selon le modele classique, les CSH sont des cellules multipotentes capables d’auto-
renouvelement et de différenciation en progéniteurs spécifiques de lignées tels que les progéniteurs
lymphoides communs (CLP pour common lymphoid progenitors) ou progéniteurs myéloides
communs (CMP pour common myeloid progenitors). Alors que les CLP sont a I’origine
principalement des lymphocytes T, B et NK, les CMP se différencient en progéniteurs et précurseurs
des autres cellules sanguines (ME-P: plaquettes et érythrocytes; Ba-P et Eo-P: les
polynucléaires/granulocytes basophiles et ¢€osinophiles; GMP : polynucléaires/granulocytes

neutrophiles, monocytes) (252).

Concernant les DC, une étude sur des progéniteurs hématopoiétiques humains montrait que des PDC
et des DC CDI1lc+ (« myéloides ») pouvaient toutes deux étre générées a partir des progéniteurs
myéloides et lymphoides (247). Un autre modéle impliquant le progéniteur des granulocytes et
macrophages (GMP) et un progéniteur multilymphoide MLP (pouvant se différencier en lymphocytes

B, T, NK ainsi que monocytes) montrait la capacit¢ commune de ces deux progéniteurs a se
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différencier en DC CD14 CD11c¢'CDIla" (¢cDC1) (253). Le fait que ces MLP aient également la
capacité de se différencier en Mp, suggére un potentiel de progéniteur commun aux macrophages et
DC préalablement décrit chez la souris (254). Un progéniteur commun des DC (CDP) a également
¢té décrit chez la souris (250,255,256). 1l a été observé que des progéniteurs CMP et CLP humains
pouvaient se différencier en PDC et cDC in vivo chez la souris, montrant des profils phénotypiques et
transcriptomiques identiques pour les deux progéniteurs (248). Plus récemment, un homologue
humain a ¢été identifié comme issu d’un progéniteur de granulocyte-monocyte-DC (GMP), se
différenciant en un progéniteur plus restreint aux monocytes-DC (MDP), qui génere des monocytes
ainsi qu’un progéniteur aux DC (CDP), capable de produire les 3 principaux sous-types de DC a
savoir : les PDC, ¢cDC CDI141+ et ¢cDC CDIc+ (249). Toutes ces études démontrent que la
dichotomie lymphoide/myéloide n’est plus d’actualité, et la plasticit¢ des progéniteurs

hématopoiétiques a se différencier en toutes les sous-populations de DC.

Différents facteurs de croissance comme CSF-1, FLT3L, et GM-CSF ont été montrés comme
nécessaires a la différenciation des DC. L’injection de FLT3L a des patients a démontré une
augmentation du nombre de PDC et cDC circulantes (257-259). De plus, les DC humaines (cDC
CD141%, ¢cDC CDIc" et PDC) expriment le récepteur FLT3 ainsi que le récepteur au GM-CSF, et la
génération in vitro de c¢cDC CDI141" requiert ces deux cytokines (241,260,261). Un déficit
immunitaire ciblant les DC, les monocytes, les lymphocytes B et les NK (DCML) a été caractérisé
par une perte compléte des DC circulantes et dermiques, une perte des progéniteurs médullaires GMP
et MLP, ainsi qu’un taux ¢élevé de FLT3L circulant (262). Ces données soutiennent le modele d’une
différenciation des DC a partir des GMP et MLP (253). Ce déficit immunitaire est associ¢ a des
mutations des génes codants pour les facteurs de transcription GATA2 et IRF8 (263,264). Alors que
la mutation de gata? affecte plusieurs lignées hématopoiétiques, il est intéressant de noter que les
mutations de irf8 affectent principalement les DC et les monocytes (perte totale des cDCs et des PDC
circulantes avec une diminution des monocytes pour la mutation K108E et une perte spécifique des
cDC CDlc+ pour la mutation T80A) suggérant une implication plus précoce de GATA2 dans
I’hématopoiése (264). De maniére intéressante, les LC et Mp épidermiques ne semblent pas affectées,

suggérant une voie de différenciation distincte de ces deux types cellulaires (Figure 12).
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Figure 12 - Mod¢le de différenciation et distribution des DC humaines.

Abréviations : HSC, Hematopoietic stem cells ; GMP, Granulocyte-Macrophage Progenitor ; MLP, Multi-Lymphoid Progenitor ;
mDC, myeloid Dendritic Cells ; pDC, plasmacytoid Dendritic Cells ; DC, Dendritic cells ; LC, Langerhans cells. Adapté de la
référence (265)

D’autres facteurs de transcription sont importants a la régulation de la différenciation DC. Des
expériences de différenciation in vitro de DC ont révélé une implication des facteurs de transcription
IRF4 et BATF3 pour les DC CD141" (260,266). Bien que le facteur IKAROS ait été décrit chez la
souris comme impliqué dans la différenciation des PDC (267), une mutation du géne codant pour ce
facteur chez I’homme a été observée comme causant une pancytopénie, semblant I’impliquer de
maniere plus large dans la régulation de I’hématopoicse (268). Ce paragraphe démontre que les
facteurs de croissance et les facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des DC

humaines sont de mieux en mieux connus.

iii. ~ Facteurs de différenciation des cellules dendritiques plasmocytoides

Une voie de différenciation spécifique des PDC a été démontrée comme impliquant les facteurs de
trancription ID2 et ID3. Leur surexpression dans des progéniteurs CD34+ humains conduit a une
inhibition de la différenciation lymphocytaire T, B et PDC, sans modifier la différenciation in vitro
des DC CD14+ (269). Au contraire, I’inhibition de ces facteurs de transcription empéche la
différenciation en DC CD1a+ (270). L’analyse de PBMC de patients souffrant du syndrome de Pitt-
Hopkins (présentant une mutation perte de fonction mono-allélique du facteur de transcription E2-2)
révele une modification du phénotype des PDC, ainsi qu’une forte diminution de la capacité de
sécrétion d’IFN-a apres stimulation par des motifs CpG déméthylés. L’invalidation hétérozygote du
geéne codant pour E2-2 a permis de confirmer ce résultat chez la souris, tandis qu’une invalidation
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totale inhibait la maturation PDC (271). Il a ainsi été observé que I’invalidation de E2-2 dans des
PDC murines procurait a ces cellules des caractéristiques propres aux ¢DC avec une perte des
marqueurs spécifiques de PDC, une acquisition du CD8, une morphologie de ¢cDC et I’acquisition de
la capacité a activer des lymphocytes TCD4 de maniére comparable aux ¢cDC (272). Il est important
de noter que le facteur de transcription E2-2 controle I’expression d’IRF8 et est antagonisé par 1D2,
deux facteurs préalablement impliqués dans la différenciation des PDC (273). Ainsi, la

différenciation PDC nécessite 1'implication de plusieurs facteurs de transcription.
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II.  Les cellules dendritiques plasmocytoides humaines

Dans les années 1980-1990, plusieurs études ont fait référence a une population minoritaire de
leucocytes présentant la caractéristique de produire de grandes quantités d’IFN de type I apres
stimulation par des dérivés viraux. Ces cellules ont alors été nommées « Interferon producing cells »
(IPC), ou encore « natural IFN-alpha producing cells » (NPC) (274). Elles n’exprimaient par les
marqueurs de la lignée myéloide (CD33, CD13, CDI11b, CDI15 ou CDI14), ni les marqueurs
lymphocytaires T (CD3), B (CD19) ou T précoce (CD7), mais exprimaient la molécule de CMH 11,
HLA-DR (275,276). Cependant, elles se distinguaient des DC du sang périphérique qui adhéraient au
support de culture (277). Indépendamment de ces observations mais en se basant sur I’observation de
Lennert et Remmele d’une population cellulaire des ganglions dénommée alors "7 associated plasma
cells" ou "plasmacytoid T cells" (278), Facchetti et son équipe caractérisaient une population de
cellules plasmocytoides monocytaires s’accumulant aux sites inflammatoires et dans les nceuds
lymphatiques (279,280). En 1997, il a ét¢ démontré que ces mémes cellules avaient la capacité de
générer in vitro des DC en présence d’IL-3 et CD40L leur valant la dénomination de pré-DC2 (281) ;
puis deux ans plus tard, que ces pré-DC2 et les cellules productrices d’interféron préalablement

décrites correspondaient a un méme type de cellules : les PDC (282,283).

1. Migration et localisation
Les PDC sont des cellules qui se différencient intégralement dans la moelle osseuse. Elles passent
alors dans le sang, ou elles représentent de 0,3 a 0,8% des cellules mononucléées, et 45 a 50% des
DC circulantes a 1’état basal (251). Chez ’'Homme, cette migration peut €tre stimulée par I’action des
facteurs de croissance FLT3L et GM-CSF (284). Les PDC peuvent alors migrer vers les organes
lymphoides secondaires (nceuds lymphatiques, amygdales, rate et plaques de Peyer) et primaires
(Thymus) (247,285,286). Elles sont également retrouvées dans les tissus périphériques dans des
conditions inflammatoires (287-289). Contrairement aux c¢DC, les PDC ont été décrites comme
entrant dans les organes lymphoides secondaires par les capillaires sanguins, plutot que la voie
lymphatique (290). Cette observation est confortée par 1’absence de PDC dans les vaisseaux
lymphatiques afférents chez le rat (291). Des leur identification, les PDC ont €té observées comme
localisées dans les nceuds lymphatiques a proximité des cellules endothéliales spécialisées ou HEV

(High Endothelial Veinule), ainsi que dans les zones extrafolliculaires T (278,282).

A coté de cette localisation différentielle, il a ét¢ identifi¢ que I’interaction des PDC avec
I’endothélium impliquait les molécules d’adhérence L-sélectine (CD62L) et E-sélectine (CD62E),

lors du processus initial de « rolling », ainsi que les intégrines B1 et B2 pour I’attachement ferme a
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I’endothélium. Ce recrutement implique le récepteur CCRS5 (292,293). Cependant, une étude in vitro

des PDC humaines n’a démontré qu’une faible migration induite par CCL5 (ligand de CCRS).

Au contraire, la chimiokine CXCLI12 (aussi appelée SDF-1, ligand de CXCR4) induisait une forte
migration des PDC humaines en synergie avec le ligand de CXCR3 (294). Une colocalisation des
cellules exprimant IP-10 et Mig (ligands de CXCR3), ainsi que CXCL12 et les PDC, a été observée
avec la présence de PDC dans les vaisseaux sanguins de la zone T des ganglions et dans I’épithélium

inflammé (294).

Alors que les ¢cDC du sang n’expriment que faiblement CCR7 a I’état immature, une forte expression
de ce récepteur a été observée sur les PDC humaines immatures (295). Cette observation est en
accord avec une étude préalable montrant que les PDC a I’état basal migrent vers la zone T des
nceuds lymphatiques et la pulpe blanche de la rate de maniére dépendante de ce récepteur (en réponse
a CCL19/CCL21 sécrétés par les cellules fibroblastiques réticulaires de la zone marginale) et de
CXCR4 (286). L’invalidation de CCR7 dans les PDC murines en condition basale ou inflammatoire,
a confirmé un défaut de migration des PDC vers les nceuds lymphatiques (296). Aprés maturation en
présence de CD40L et IL-3, ’expression de CCR7 par les PDC humaines est augmentée alors que les
récepteurs CCRS, CXCR4 et CXCR3 ne sont plus détectables a leur surface (295). Ces données
suggeérent donc une régulation de la migration des PDC au cours de leur maturation faisant intervenir

différentes combinaisons de chimiokines.

Il a également été observé que les PDC immatures exprimaient le récepteur a la chémérine :
ChemR23 (297,298). Cette chimiokine est exprimée par les cellules endothéliales des HEV dans les
organes lymphoides secondaires, permettant la transmigration des PDC vers ces organes (298).
L’expression de la chémérine est également décrite pour des cellules endothéliales des vaisseaux
sanguins du derme de patients atteints de lupus érythémateux systémique et de psoriasis, ou elle est
associée avec I’accumulation de PDC dans le derme (298,299). Ceci suggére I’implication du couple

ChemR23/chémérine dans le recrutement des PDC lors de ces pathologies.

Les PDC possedent une localisation particuliere et leur migration (vers les organes lymphoides
secondaires) dans les conditions physiologiques et inflammatoires implique les récepteurs CXCR4,

CCR7, possiblement CXCR3 et CCRS, ainsi que chemR23.
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2. Capture de I'antigene et activation
Les PDC se distinguent également des cDC par leur panel de PRR (pathogen recognition recepteur)
capables de percevoir les signaux de danger. Parmi ces derniers, les TLR (toll like réceptors) sont
connus pour étre fortement impliqués dans cette perception, entrainant I’activation des DC. Nous

nous limiteront ici au développement de cette famille.

i.  Les Toll Like Receptors
Les ¢cDC humaines expriment les TLR1/2/3/4/5/6/8 et 10 leur permettant de reconnaitre toute une
palette de signaux de danger issus de différents agents pathogénes (ex: le LPS par TLR4, la
flagelline par TLRS). Les PDC humaines expriment principalement les TLR7 et TLR9 (300). Ces
derniers sont exprimés dans les endosomes, permettant la reconnaissance respectivement des ARN
simple brin et des motifs CpG déméthylés de I’ADN (motifs dinucléotidiques CG de ’ADN issu de
procaryotes). La stimulation de ces TLR7/9 entraine une forte sécrétion d’IFN de type I (chez
I’homme : IFNa, IFNB, IFNo et [FNt (301)), caractéristique des PDC (302). Cette stimulation
provoque aussi I’augmentation des molécules de costimulation, comme CD80/CD86, de présentation
de ’Ag CMH de classe II, et la sécrétion de cytokines inflammatoires (TNFa, IL-6, IL-8) leur
permettant de recruter et d’activer d’autres partenaires de I'immunité (303). Par exemple, la
chimiokine CXCLS, aussi appelée 1L-8, recrute les polynucléaires neutrophiles. L’engagement des
TLR par leurs ligands active les fonctions innées (sécrétion d’IFN de type I, cytokines

inflammatoires) et adaptatives (présentation de I’antigéne) des PDC.

Le récepteur TLRY peut reconnaitre 3 principales classes de motifs CpG. La localisation endosomale
du complexe TLR9/CpG a été montrée comme déterminante pour la réponse IFN de type I ou la
maturation des PDC. Les CpG de type A possedent une queue 3’ poly-G leur permettant de s’agréger
et de s’accumuler dans les endosomes précoces. Ils entrainent une forte production d’IFN de type I,
mais possédent une faible capacité d’induire la maturation des PDC. La rétention des CpG-A dans
I’endosome précoce permet une signalisation dépendante de la voie TLR9-MyD88-IRF7 (304). La
capacit¢ des PDC a induire une sécrétion rapide et soutenue d’IFN-a implique le facteur de
transcription IRF7, fortement exprimé dans le cytosol des PDC, ainsi qu’une boucle de régulation
positive via le récepteur a I'IFN de type I, IFNAR (305). II a été démontré que la monomérisation des
CpG-A induisait leur localisation dans 1’endosome tardif (LAMP-1+), conduisant a la maturation des
PDC (306). Les CpG de type B quant a eux, restent sous forme monomérique et se localisent
principalement dans les endosomes tardifs, induisant la maturation des PDC. Ils sont de faibles

inducteurs de la sécrétion d’IFN de type I. Contrairement a I’effet de 1a monomérisation des CpG-A,
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la formation de complexes de CpG-B entraine leur rétention dans 1I’endosome précoce et une
production plus soutenue d’IFN de type I (306). La maturation des PDC par stimulation CpG-B
implique D’activation des voies de signalisation passant par NF-kB, ainsi que celle des MAPK et
IRF5 (303). Une troisieme classe de CpG, les CpG-C, pouvent se localiser dans les deux endosomes
(en fonction de leur conformation en « épingle a cheveux » ou dimérique) et possédent la double
activité d’induire une forte sécrétion d’IFN de type I et la maturation des PDC (306,307). Ainsi, selon

la classe de CpG stimulant TLR9, différentes voies de signalisation seront engagées.

Le récepteur TLR7 reconnait des ARN viraux simples brins, alors que les ARN viraux doubles brins
sont reconnus par le TLR3 (308). La stimulation TLR7 induit une forte activation de la voie NF-kB
et de la voie MAPK responsable de la sécrétion de cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-8), de
I’augmentation des molécules de costimulation (comme CD80/CD86), mais aussi de la sécrétion
d’IFN de type L. 11 a également été observe que la stimulation TLR7 entrainait ’expression de TRAIL
par les PDC leur permettant d’acquérir une fonction cytotoxique directe contre les cellules infectées.
L’induction du géne codant pour TRAIL (induit par les IFN de type I), a été démontrée comme
indépendante de I’activation de NF-xB, mais implique directement STATI en réponse a TLR7 (309).
Les imidazoquinolines (composés aux propriétés antivirales), comme le R848 sont également des

ligands de TLR7 (310), (Figure 13).
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Figure 13 - Signalisation des voies TLR7/9 dans les PDC.

Dans les PDC, la liaison de CpG-A multimériques dans ’endosome précoce (caractérisé par I’expression du récepteur a la
transferrine (TfR) et ’antigéne 1 des endosomes précoces (EEA1)) induit I’activation du TLRY. La stimulation du TLR9
entraine activation de MyD88, initiant la cascade de signalisation impliquant IRF7 (interferon-regulatory factor 7), qui est a
Porigine de la forte production d’IFN de type I. Au contraire, les CpG-B sont monomériques et lient TLR9 dans les endosomes
tardifs (caractérisés par ’expression de LAMP-1 et de la molécule LysoTracker). Cette liaison induit ’activation de plusieurs
voies de signalisation impliquant NF-kB, MAPK et IRF5, ce qui conduit a une réponse différente des PDC excluant la forte
production d’IFN-type 1. Abréviations : BTK, Bruton's tyrosine kinase; IRAK, interleukin-1-receptor-associated kinase; OPN,
ostéopontine; TAKI1, transforming-growth-factor-f-activated kinase 1 ; TRAF, tumor-necrosis factor (TNF) receptor-associated
factor. Issu de la référence (303).

67



ii. Récepteurs membranaires réqulateurs des PDC

La régulation de la réponse des PDC aux signaux de danger peut se faire par une série de récepteurs
permettant une reconnaissance directe (ex : récepteurs de type lectine C) ou indirecte (ex : récepteurs
Fc). Le marqueur BDCA2 (blood DC antigen 2) est une protéine de type lectine C, spécifiquement
exprimée sur les PDC. Elle présente la capacité d’inhiber la sécrétion d’IFN de type I induite par la
stimulation TLR. De maniere intéressante, la liaison d’un anticorps a BDCA2 entraine son
internalisation et la présentation de dérivés peptidiques de I’anticorps sur les molécules de CMH de
classe II, permettant I’induction d’une prolifération lymphocytaire T (311). BDCA2 régule donc a la
fois la production d’IFN de type I et la présentation d’antigénes. L’internalisation d’un antigéne par
liaison au BDCA2 n’augmente pas I’expression des molécules de costimulation et induit une réponse
tolérogene impliquant des Treg spécifiques de I’antigeéne internalisé. Au contraire, la présence d’un
agoniste TLR7 durant la prise en charge de I’Ag permet une augmentation des molécules de
costimulation et induit une réponse T CD4 effectrice (312). Le récepteur membranaire ILT7
(Immunoglobulin-like transcript 7) a également ét¢ démontré comme inhibant la production d’IFN de
type I induite par les ligands de TLR7/9 (313). II a été observé que BDCA2 et ILT7 s’associent au
récepteur FceRIy présent a la surface des PDC (313,314). L’activation de ce dernier montre
¢galement une inhibition de la production d’IFN type I induite par TLRY, ainsi que le détournement
de la polarisation T CD4 de la voie Thl a Th2 (315). Le FceRlIy posséde des motifs intracellulaires
ITAM (Immunoreceptor-based tyrosine activation motif) qui communément a d’autres récepteurs des
PDC (FcyRIIA (316) et NKp44 (317), Siglec-H chez la souris (318) associ¢ a DAP12 porteur de
ITAM) semblent a I’origine de la diminution de la sécrétion d’[FN de type I, induite par les ligands
TLR.

Le récepteur ILT3 (également présent sur les DC différenciées a partir des progéniteurs CD34+ ou
des monocytes, a un niveau plus faible) est également fortement exprimé par les PDC (319). Ce
dernier a ¢té¢ identifi¢é comme permettant d’internaliser 1’antigéne et d’induire une prolifération
lymphocytaire T spécifique de cet antigéne par les monocytes (320). Il a étgalement été identifié
comme régulant la réponse inflammatoire des DC, par inhibition de NF-kB, apres stimulation par les

TLR (321). Cependant peu de données sont disponibles quant a son action dans les PDC.

Il a également été décrit qu’un autre marqueur des PDC, le BDCA4 (aussi appelé neuropilin-1)

pouvait prévenir la production d’IFN de type I par le TLRY (322).
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Le récepteur type lectine C, DCIR, a également été identifi¢ comme exprimé sur les PDC. Ce
récepteur peut réprimer 'induction d’IFN de type I induite par TLRY et possede la capacité
d’internaliser 1’antigéne et d’induire une prolifération lymphocytaire T spécifique de cet antigene

(323).

Ainsi, en complément des récepteurs TLR7 et 9 activateurs des PDC, différents récepteurs
appartenant a la famille de type Lectine C (BDCA2, DCIR) ou ILT (ILT7/3) peuvent réguler les

fonctions des PDC impliquant I’internalisation d’antigéne et la réponse inflammatoire.
La plupart des ligands naturels des récepteurs de types lectine C restent cependant méconnus.

iii.  Récepteurs aux phosphatidylsérines (PS)

Les récepteurs permettant 1’internalisation de I’antigene et la modulation de la réponse immunitaire
associée sont treés impliqués dans la prise en charge des corps apoptotiques par les macrophages. Bien
que les PDC aient été¢ décrites comme ayant une faible capacité de prise en charge des cellules
apoptotiques et nécrotiques (324,325), il a ét¢ démontré qu’elles intervenaient de maniere indirecte
dans la tolérance induite par les cellules apoptotiques (326). Cette implication peut étre due a des
facteurs solubles sécrétés par les cellules phagocytaires ainsi que la capture d’autres dérivés
cellulaires générés durant le processus d’apoptose, comme les exosomes, les corps apoptotiques ou
encore les microparticules (325,327). La capture de ces dérivés cellulaires exprimant les PS a été
décrite dans les macrophages comme impliquant les récepteurs aux PS. Parmi ces derniers, les
membres de la famille des récepteurs TAM (TYRO3, AXL, MERtk familly) (328), et les TIM-1/3/4 (T
cell/transmembrane, immunoglobulin, and mucin) (329). La caractérisation de ces récepteurs a la
surface des PDC reste a ce jour incomplete. Nous nous baserons donc sur les données disponibles

pour les cDC et les macrophages afin d’introduire ce travail de thése.

Les TAM sont des récepteurs a activité tyrosine kinase pouvant s’activer par regroupement lors de la
reconnaissance de leur ligand. Ils peuvent lier les PS a la surface des corps apoptotiques par
I’intermédiaire d’une molécule de pontage (GAS6 ou Protéine S), entrainant une signalisation
conduisant a 1’endocytose et a I’inhibition de la réponse inflammatoire (152). Cette inhibition a été
démontrée pour les DC (CD1l1ct+) de souris comme inhibant la production d’IFN de type I, IL-6 et
TNFa en réponse a une stimulation TLR (TLR3, 4 ou 9). Il a été observé un mécanisme impliquant
’induction des protéines de régulation SOCS1/3 (Suppressor cytokine signaling 1/3) pouvant inhiber
la signalisation des récepteurs TLR (interactions avec MyD88 et TRIF). De maniére intéressante, il a

¢été observé que I’expression des TAM pouvait résulter de la signalisation au récepteur a 'IFN de
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type I (IFNAR) (330,331). Ceci constitue une boucle d’autorégulation de I’inflammation (Figure 14)
(332). Elle n’est cependant pas décrite dans les PDC.

Immune stimulus (pathogen)

Inhibition of inﬂammati()' . TLR activation

| TAM (Gass/ Pros)
|- receptor

Cytokine production
IFN ampilification

TAM activation
IFN induction of TAMs (Ax])

TAM/IFNAR/STAT induction of SOCS

Figure 14 - Régulation de la réponse inflammatoire par les récepteurs de la famille TAM dans les DC myéloides.
Représentation schématique du cycle de I’inflammation initié par les ligands TLR (vert) dans des DC myéloides. L’activation
des TLR induit la sécrétion initiale de cytokines (dont ’'IFN de type I pour les TLR7/3/9). Cette amplification se fait de maniére
autocrine (mais peut également avoir lieu de maniére paracrine). La stimulation du récepteur IFNAR conduit 4 I’induction du
récepteur TAM Axl, via la voie STAT1 (bleu). L’activation des TAM conduit a I’induction du facteur SOCS, inhibant la
réponse TLR. Adapté de la référence (332).

La régulation de I’inflammation par les récepteurs TAM a aussi été décrite comme impliquant
’activation du récepteur nucléaire LXR, qui a son tour pourra inhiber le facteur de transcription NF-
kB (152). Dans des DC murines, I’internalisation de cellules apoptotiques a démontré une prévention
de I’activation de la voie NF-kB (induite par TLR4) par I’engagement de Mertk. Cet effet était
dépendant de I’activation d’Akt, montrant une voie de régulation de I’inflammation alternative (333).
Mertk et AxI ont été observés a la surface des PDC (331,334). Cependant, a I’heure actuelle, aucun

mécanisme de régulation impliquant ces récepteurs n’a été rapporté.

Les récepteurs TIM-1/3/4 possédent un domaine de liaison aux PS. Cependant, leur expression
cellulaire différe. TIM-1 est préférentiellement exprimé sur les lymphocytes T Th2, et joue un réle
important dans les réactions inflammatoires pulmonaires (335). TIM-1 a également été observé a la

surface des cellules rénales humaines, leur permettant de phagocyter des cellules apoptotiques et de
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maintenir 1’homéostasie tissulaire (336,337). TIM-3 est préférentiellement exprimé sur les
lymphocytes T Thl et CD8 Tcl pouvant réguler I’apoptose de ces cellules (338), mais également sur
des cellules rénales (humaines et murines), des DC (CD8+) et des Mp murins contribuant a la
phagocytose et la présentation d’antigénes provenant de cellules apoptotiques (339). Enfin, TIM-4 est
exclusivement exprimé par des cellules présentatrices de I’antigéne (APC), ou il est impliqué dans la
phagocytose des cellules apoptotiques et le maintien de la tolérance (336,340). Il a été observé
comme pouvant interagir avec TIM-1 a la surface des lymphocytes T, augmentant leur prolifération
et la différenciation vers un profil Thl (341). De plus, il a été¢ observé que TIM-4 et TIM-1 pouvaient
lier des exosomes via les PS a leur surface (342). Le récepteur TIM-4, contrairement aux autres
récepteurs aux PS, est un récepteur d’attache (tethering receptor) sans domaine de signalisation
(343). Aucune donnée n’est disponible a notre connaissance, concernant 1’expression des récepteurs

TIM par les PDC.

Le récepteur BAIl (Brain specific Angiogenesis Inhibitor 1) a ¢été décrit comme permettant la
reconnaissance (par liaison aux PS) et la phagocytose des corps apoptotiques par les macrophages
(344). BAII est une protéine transmembranaire de type G. La liaison aux PS de BAIl permet une
signalisation par son association avec les protéines ELMO1/DOCK, et I’activation de Rac ce qui
entrainera le réarrangement du cytosquelette d’actine permettant la phagocytose des corps
apoptotiques (344). Récemment, il a été démontré que I’activation de BAIl induisait I’expression du
transporteur de cholestérol ABCA1 (345). Ce dernier, initialement décrit comme induit par les
récepteurs LXR, exerce un effet anti-inflammatoire par déprivation de la cellule en cholestérol (169).
L’expression de BAIl et son effet sur la réponse inflammatoire des PDC reste cependant a

démontrer.

La stabiline-2 (¢également appelée HARE et FEEL-2) est un autre récepteur aux PS, décrit comme
impliqué dans la prise en charge des érythrocytes apoptotiques par les macrophages, et induisant la
sécrétion de TGF-P (346). La stabiline-2 a également été observée sur des cellules endothéliales
murines (347), et a montré une implication dans la prise en charge de corps apoptotiques et

nécrotiques par les fibroblastes (348).

Du fait de leur capacité a lier les PS, ces récepteurs ont principalement été étudiés dans la prise en
charge des corps apoptotiques. Cependant, il n’y a pour I’heure pas de données sur 1’expression de

ces récepteurs par les PDC.
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3. Profil de maturation des cellules dendritiques plasmocytoides
Les PDC sont impliquées dans plusieurs mécanismes de 1I’immunité innée, mais également dans le
passage de relais a I’'immunité adaptative. Parmi les principales fonctions des PDC dans I’'immunité
innée, la sécrétion de cytokines, dont les IFN de type I, en réponse aux dérivés viraux, est la plus

caractéristique.

i. LesIFN de type I et autres cytokines
La famille des IFN est composée de 2 principaux types que sont les IFN de type I (-a, -B, -¢, -k, -0)
et IFN de type II (IFN-y). Plus récemment, un troisiéme type d’IFN a été identifié, possédant des
activités antivirales communes aux IFN de type I : IFN-A (349).

Les IFN de type I forment chez ’homme une famille de protéines codées par 13 génes pour I'IFN-a
(-al, -02, -a4, -a5, -06, -a7,-a8, -a10, -al3, -al4, -al6, -al7 et -021), 1 gene codant pour I’IFN-P, 1
geéne pour I'TFN-g, 1 gene pour '[FN-kx et 1 géne pour 'IFN-w. Ces cytokines se lient avec le
récepteur a I’IFN de type 1 composé des deux chaines IFNARI et [IFNAR2, induisant une réponse
antivirale, antiproliférative, antitumorale et immunomodulatrice. La chaine IFNAR2 posséde une
forte affinité pour I'[FN-o. Cependant, les deux chaines sont nécessaires a I’induction d’une
signalisation. Cette derniére passe par I’association aux protéines JAK1 (Janus Kinase I) et TYK2
(Tyrosine Kinase 2), entrainant I’activation des intermédiaires STAT1 et STAT2, formant avec
I’IRF-9 le facteur de transcription ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3). Ce dernier pourra alors se
fixer sur les éléments de réponse a I’'IFN (ISRE pour IFN-stimulated response element) présents dans
les promoteurs de génes codants pour des protéines antivirales (350). D’autres voies de signalisation
induites par les IFN de type I ont été observées telles que la formation d’homodimeres de STATI;
I’activation de STAT3 inhibant STATI et permettant donc de réguler la réponse inflammatoire (351);
mais aussi la production des SOCS1/3 permettant d’inhiber la stimulation des TLR et la réponse
inflammatoire induite (Figure 14) (332). La signalisation a I'IFN de type I peut étre modulée par
différentes voies telles que celles induites par les TLR endosomaux (TLR7 et 9 principalement dans
les PDC humaines, ainsi que les TLR8 et TLR3), les récepteurs de type lectines C (CLR)
membranaires, les récepteurs de type RIG-I ou RLR (Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like
receptors) et de type NOD ou NLR qui ont une expression cytoplasmique (352).

Dans les PDC, les IRF5 et 7 (activés par les TLR7 et 9) sont responsables de I’induction d’IFN de
type L 11 a ét¢ démontré que la présence d’IRF7 était nécessaire dans les PDC murines a la

production des IFN de type I par stimulation virale ou via les CpG-A (353). L’étude de PDC murines
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invalidées pour IRF5 montre une diminution de la production d’IFN-a et  ainsi que de la cytokine
inflammatoire IL-6, apres la stimulation des voies TLR7 et TLR9 (354). La production d’IFN-§ et
d’IL-6 en réponse a une stimulation de la voie TLRY fait intervenir une interaction entre IRFS et p50
(sous-unité active de NF-kB) (355). Ces données ont été¢ démontrées a 1’aide de la lignée PDC
humaine, CAL-1. Lors de cette méme étude, il a été observé que I’invalidation de pS0 diminuait la
production d’IFN-f alors qu’au contraire, I’invalidation d’IRF8 I’augmentait. Des résultats similaires
sont obtenus pour la régulation de I'IL-6 (355). Ces données suggerent un mécanisme de corégulation
de la production d’IFN-B et de I'IL-6 par la voie NF-kB/IRFS5 (inducteur), et un effet inhibiteur
d’IRF8. Les voies NF-xB (p50/p65) et p38MAPK ont également été¢ observées comme collaborant
pour I’activation d’IRF7, contribuant ainsi a la production d’IFN de type I par les PDC humaines
stimulées par CpG-A (356), (Figure 15). L’importance de la voie NF-kB dans la maturation des PDC
est bien illustrée avec des PDC murines invalidées pour NF-«B (nfkb1/c-rel). Ces PDC conservaient
leur capacité a sécréter de I’IFN-0, mais montraient un défaut de production d’IL-6, IL-12 et
d’expression de molécule de CMH de classe II, ainsi qu’une capacité réduite d’induction de la
prolifération lymphocytaire T (357). Il est a noter que la production d’IL-12 par les PDC humaines a
longtemps ¢été sujette a controverse. Cependant une étude de 2001 semble indiquer qu’une
stimulation par CpG-B et CD40L permet une forte production d’IL-12 qui serait augmentée par une
pré-incubation avec de I'IL-3. La sécrétion d’IL-12 par les PDC semblait indispensable a la
différenciation lymphocytaire T vers le profil Th1 (358). Cette sécrétion a par la suite ét¢ confirmée
(359). Dans les PDC humaines, la stimulation TLR7 induit la sécrétion de TNFo et d’IL-6,
impliquant les intermédiaires de signalisation des voies NF-kB (p65, c-Rel, p50), ainsi que IRFS5, c-

Jun (MAPK) et IRF8 (360).
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Figure 15 - Signalisation TLR7/9 dans les PDC murines et humaines.

(A) Dans les PDC murines. L’activation des TLR va induire via MyD88 et IRAK4, I’activation de ’ubiquitine ligase TRAF6.
TRAF6 va ubiquitiner TAK1, conduisant a Pactivation de la voie MAPK et du complexe IKK constitué de IKK-a, IKK-f, et
IKK-y. IKK-§ activé va phosphoryler IkB entrainant sa dégradation par le protéasome et la translocation nucléaire des sous-
unités de NF-kB p50/p65. Le complexe MyD88/TRAF6/IRAK4 active IRF7 via le complexe TRAF3/IRAK1/IKK-a/ostéopontine
(OPN)/PI3K, conduisant a la phosphorylation d’IRF7 et sa translocation nucléaire. IRF5 régule positivement I’induction des
cytokines pro-inflammatoires et les IFN de type I (principalement IFN-B). IRF8 régule positivement I’induction des cytokines
pro-inflammatoires et les IFN de type I. Il est aussi impliqué dans I’expression des molécules de costimulation telles que CD40,
CD80, et CMH II. (B) Dans les PDC humaines. L’activation des TLR conduit a la formation d’un complexe contenant
MyD88/IRAK4/IRAK1/TRAF6. Celui-ci permet la translocation nucléaire des sous unités de NF-kB p50 et p65 et d’IRF5. IRF5
coopére avec NF-kB p50 et p65 pour induire la transcription de I’'IL-6. Le complexe NF-kB p5S0/IRFS5 est crucial a I’induction
de PIFN-$. IRF-8 fonctionne comme un répresseur de la production d’IL-6 et IFN-f. L’IRF-7 ne joue pas un role significatif
dans la production d’IFN-p et son implication dans ’'induction d’IFN-a n’est que partiellement révélée. Adapté de la référence
361)
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ii. Les Chimiokines
En complément des cytokines inflammatoires et des IFN décrits ci-dessus, les PDC participent a la
sécrétion d’un panel de molécules impliquées dans la domiciliation cellulaire et 1’attraction des

cellules immunitaires.

La stimulation des PDC par la voie TLR7 induit la production des ligands de CXCR3 tel que : CCL5
(RANTES), agissant sur les LT mémoires et les monocytes ; CXCL11 (ITAC) et CXCL9 (MIG),
agissant sur les LT activés. La chémokine CXCL10 (IP10) qui stimule la migration des monocytes,
lymphocytes NK et T, a également été détectée, de méme que I'IL-8, CXCL1, CXCL2 et CXCL3 qui
stimulent la migration des lymphocytes T et B, des monocytes, macrophages, polynucléaires
neutrophiles et mastocytes. Seuls deux récepteurs aux chimiokines ont été retrouvés comme
surexprimés apres stimulation de la voie TLR7 dans les PDC : CXCR4 et CCR7 (360,362). CCR7 est

impliqué dans la migration des PDC vers les organes lymphoides secondaires (voir Ch.ILIL1).

iii. ~Apprétement et présentation de I'antigéne (Ag)
Cet aspect n’a pas été étudié de maniere étendue dans ce travail de thése, et donc, nous n’évoquerons
que succinctement la présentation d’antigénes et la polarisation lymphocytaire. Il ne faut cependant

pas négliger ce role des PDC.

Une étude transcriptomique a révélé I’induction de genes codants pour des protéines impliquées dans
I’apprétement et la présentation de ’Ag (360). Les transporteurs de peptides antigéniques TAP1 et
TAP2 (permettant le transport des peptides issus du cytosol vers le réticulum endoplasmique pour
son chargement sur les molécules du CMH) ainsi que les molécules de CMH de classe II ont été
observés comme modérément augmentés lors de la maturation induite par stimulation de la voie
TLR7. L’induction des molécules de costimulation CD80, CD86 et CD40 a également été observée,
ainsi que TNFSF9 (4-1BBL) qui est impliqué dans la polarisation Thl apres liaison a son récepteur

4-1BB exprimé par les lymphocytes T CD4, et dans I’expansion des lymphocytes T CD8 (363,364).

L’expression des molécules de présentation de I’Ag (CMH 1I), de costimulation (CD80/CD86) ainsi
que la sécrétion de cytokines inflammatoires (TNFa et IL-8) par les PDC humaines, ont également
¢té observées apres stimulation de la voie TLR9 par les CpG-B, et dans une moindre mesure par les
CpG-A (305). Ces données montrent donc que la stimulation des voies TLR7 ou TLR9 dans les PDC
confere a ces cellules une capacit¢ de migration vers les organes lymphoides secondaires (via
I’expression de CCR7), d’apprétement et de présentation de I’Ag, ainsi que de costimulation,

permettant [’activation des lymphocytes T (360).
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4. Induction d’'une réponse spécifique
L’activation de lymphocytes T naifs par les cellules présentatrices d’antigenes (APC pour antigen
presenting cells) nécessite 3 signaux que sont: 1) la reconnaissance du peptide antigénique
(interaction [CMH-+peptide] avec le complexe TCR/CD3); 2) I’engagement de molécules de
costimulation (principalement CD80/CD86 sur les DC avec CD28 des lymphocytes T naifs) ; 3) un
signal de prolifération et de différenciation induit par les cytokines de I’environnement (cytokines des
DC comme I'IL-12 et de lymphocytes T activés comme IL-2). Les DC ont initialement été
caractérisées comme pouvant induire une réponse lymphocytaire T a travers ces 3 signaux (voir

ChILI). Cette fonction a également été rapportée pour les PDC.

Une premiére étape a I’apprétement d’Ag exogenes est leur capture. Contrairement aux cDC, les
PDC sont présentées comme des cellules a faible capacité de capture de I’Ag. 1l est démontré d’une
part que les PDC sont incapables de prendre en charge des corps apoptotiques, du zymosan ou des
particules artificielles (281,324,365,366), alors que d’autres études semblent indiquer le contraire
(367,368). Les raisons de ces disparités ne sont pas encore clairement définies, mais pourraient
inclure des différences de stimulation ou de mode de purification. Au contraire, la prise en charge de
protéines solubles par les PDC semble mieux caractérisée montrant entre autres une prise en charge
efficace d’ovalbumine ou de lysozyme issu d’ceufs de poule in vitro et in vivo (287,369). Ces
protéines peuvent étre internalisées par macropinocytose, micropinocytose ou endocytose médiée par
les récepteurs. Les principaux récepteurs participant a cette internalisation sont cités ci-dessus,
incluant les récepteurs de type lectine C (dont BDCA2 (311), Siglec-H (318) et DCIR (323)), aux
fragments Fc (dont FcyRIIA (316), FceRly) et des récepteurs aux PS (voir ChILIL2). Ces récepteurs
ont également été impliqués dans d’autres cellules comme pouvant participer a la prise en charge de

dérivés cellulaires tels que les exosomes et microparticules (325,327).

Une autre étape déterminante de I’initiation d’une réponse T CD4 est la présentation des peptides

antigéniques dépendante de 1’expression membranaire des molécules du CMH de classe I1.

Les cDC immatures présentent un furnover important des molécules du CMH de classe II leur
permettant de maintenir un niveau constant d’expression membranaire. L’activation de ces cellules
induit une augmentation de la prise en charge des antigenes et de 1’expression des molécules du
CMH de classe II. Ces molécules néosynthétisées sont initialement exprimées au niveau endosomal
ou elles pourront étre chargées avec le peptide antigénique avant leur expression membranaire. Le

turnover est alors régulé négativement permettant une expression prolongée des complexes
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CMH/peptide a la membrane cellulaire (370). Cette régulation de I’expression des molécules de
CMH de classe II au cours de la maturation n’est pas retrouvée dans les PDC. Le turnover est
maintenu, ce qui empéche une expression prolongée et stable des complexes CMH/peptide
permettant une présentation efficace aux lymphocytes T CD4 (369). La présence d’Ag en grande
concentration peut permettre cependant [’activation d’une réponse lymphocytaire T CD4 comme
observée in vitro (358). Une source importante d’Ag est fournie par les protéines endogeénes a la
cellule. Les peptides antigéniques sont générés au sein du cytosol par les protéases. Ils sont alors
chargés sur les molécules du CMH de classe 1 (au sein du réticulum endoplasmique), formant un
complexe qui sera exprimé a la membrane cellulaire pour étre reconnu par les lymphocytes T CD8.
Une partie des peptides endogénes (principalement issus des protéines membranaires recyclées par la
voie endosomale, issus des protéines de I’endosome lui-méme, ou rejoignant les endosomes via
I’autophagie) pourront également étre présentés par les molécules du CMH de classe II. Ces peptides
sont issus de protéines exprimées constitutivement ou dérivées de virus infectant les PDC (369,371-
373). Un dernier mode d’apprétement permet la présentation par les APC de peptides issus d’Ag
exogenes par le CMH de classe 1. On parle de présentation croisée (cross-presentation). Ce
mécanisme principalement décrit pour les cDC2 BDCA3+ humaines (DC CD8o+ murines), a aussi
¢té observé pour des PDC humaines, permettant 1’initiation d’une réponse lymphocytaire T CD8

apres endocytose d’Ag (368,374,375).

Ainsi, les PDC peuvent initier une réponse T CD4 in vivo (376), entrainant principalement une

polarisation Th1 (377), ainsi qu’une réponse T CD8 (368,372,374,375).

La reconnaissance d’'un Ag par un lymphocyte T ne conduit pas nécessairement a une réponse
effectrice. En fonction des signaux engagés, elle peut conduire a une réponse tolérogéne, une anergie,

ou I’avortement de la réponse engagée.

Il a été observé in vitro, que les PDC humaines présentaient la capacité d’induire la différenciation in
vitro de lymphocytes T CD4 en T régulateurs (Treg) producteurs d’IL-10 (378,379). Cet effet a
¢galement été observé in vivo dans le thymus humain (380), dans un modéle murin de tumeur pour
lequel la contribution d’IDO (Indoleamine 2,3-dioxygenase) dans les PDC a été démontrée (381),
ainsi que dans un modele d’allogrefte cardiaque (367), de sclérose en plaque (382) et de maladie du
greffon contre 1’hote (383). L’implication de I’enzyme IDO a également été démontrée dans

I’induction de Treg par des PDC humaines in vitro (384).
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Ces différentes données semblent suggérer que I’initiation d’une réponse inflammatoire ou
tolérogeéne par les PDC dépend du contexte et de 1’organe dans lequel s’effectue I’interaction
PDC/Lymphocyte T. Ce sujet est présenté ici pour information, mais ne fera pas I’objet de ce travail

de thése.

5. Cellules dendritiques plasmocytoides et pathologies inflammatoires chroniques
Les PDC possédent la capacité de produire de grandes quantités d’IFN de type I en réponse aux
acides nucléiques exogenes (porteurs de motifs CpG déméthylés), mais €également aux acides
nucléiques du soi, complexés avec des protéines (auto-anticorps formant des complexes immuns) ou
avec des peptides (antimicrobiens comme LL37, la cathélicidine des NET [neutrophil extracellular
traps] ou la calprotectine) (385). La production d’IFN-o par les PDC peut aussi résulter de
’interaction avec I’ADN mitochondrial (possédant des ilots CpG déméthylés du fait qu’il dérive
d’une endosymbiose entre des bactéries acrobies et les cellules eucaryotes (386)). L’implication de
cette signature IFN est retrouvée dans plusieurs pathologies auto-immunes, dont le lupus
érythémateux systémique (LES) (387), le syndrome de Sjogren (388), ou encore le psoriasis (389). A
noter que la signature IFN retrouvée dans les conditions pathologiques n’est pas seulement liée aux
PDC. Deux articles récents suggerent qu’un blocage des caspases lors de la mort cellulaire d’une
cellule pourrait étre responsable de la production d’IFN de type I par I’absence de désactivation de

I’ ADN mitochondrial (dégradation par les caspases-3/7) et I'implication de cGAS (390,391).

Le déréglement de la mort cellulaire et du processus physiologique d’élimination des cellules
apoptotiques joue un role majeur dans les maladies auto-immunes systémiques, notamment le LES.
Les cellules nécrotiques liberent des signaux de « danger » endogenes (les DAMP), responsables de
’activation des PDC. Ces signaux de danger peuvent également étre fournis par les polynucléaires
neutrophiles via la libération de NET dans le milieu extracellulaire (lors du phénoméne de NETose)
(392), pouvant participer a la physiopathologie des maladies auto-immunes impliquant les PDC

(393).

i.  Reconnaissance des acides nucléiques du soi
Plusieurs facteurs sont impliqués dans 1’induction d’une réponse inflammatoire déclenchée par les
acides nucléiques du soi, dont I’acide nucléique mitochondrial riche en motifs CpG déméthylés
(394), mais aussi les acides nucléiques complexés a des auto-anticorps, ainsi qu’a d’autres protéines
comme LL37 (aussi appelé CRAMP) ou HMGBI1 (High Mobility Group Box I). LL37 correspond a

un peptide antimicrobien produit par les kératinocytes et les polynucléaires neutrophiles. Il est
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surexprimé dans les lésions cutanées de patients psoriasiques. Ce peptide, comme d’autres peptides
antimicrobiens, forme un complexe avec ’ADN (provenant des cellules mortes ou des NET). Ce
complexe permet la translocation et la rétention de I’ADN dans 1’endosome précoce des PDC,
induisant la sécrétion d’IFN-ao par stimulation de la voie TLR9 (395). Des complexes auto-immuns
(acides nucléiques/IgG) circulants sont caractéristiques des patients lupiques. Ces complexes peuvent
induire la sécrétion d‘IFN-a par des PDC, via I’endocytose impliquant la liaison aux récepteurs FcR
membranaires (396). Un autre partenaire potentiel a été observé comme surexprimé dans des 1ésions
cutanées de patients lupiques, ainsi que dans les glandes salivaires de patients souffrant du syndrome
de Sjogren. 1l s’agit de la protéine nucléaire HMGB1 (397,398). Cette protéine, abondante dans les
noyaux cellulaires ou elle lie I’ADN et la chromatine, est libérée lors de la nécrose cellulaire, mais
aussi lors de I’activation des macrophages, cDC ou PDC. Elle peut agir de mani¢re autocrine et
paracrine (sur les lymphocytes T) par liaison a son récepteur RAGE, pour promouvoir 1’activation
des cellules cibles (399—-401). La liaison de HMGBI sur son récepteur RAGE exprimé par les PDC,
ainsi que sa capacité a lier ’ADN, ont amené¢ a la démonstration que HMGBI était un constituant des
complexes immuns. Bien qu’il ne contribue pas directement a I’endocytose de ces complexes, il
augmente I’induction d’IFN-a par les PDC de manicre dépendante de la voie TLRY dans les
endosomes précoces (HMGBI liant préférentiellement des complexes d’ADN multimériques),
(Figure 16). Ce complexe multimériques active aussi les LB autoréactifs (402). Les ARN contenus
dans les complexes auto-immuns peuvent aussi contribuer a I’activation des PDC et des LB par
I’engagement de la voie TLR7 (403). La modulation de I’expression de ce récepteur a été montrée
comme cruciale pour le contrdle de I’activation des PDC et des LB dans les pathologies auto-
immunes impliquant ces complexes (404). Une ¢tude récente dans le diabete de type I rapporte que la
mort des cellules B du pancréas recrute et active de maniére séquentielle les lymphocytes Bla, les
neutrophiles puis les PDC. En effet, les PDC sont activées par les acides nucléiques du soi libérés par
les cellules mortes, complexés avec les auto-anticorps anti-ADN produits par les lymphocytes Bla ou
avec la cathélicidine des NET libérée par les neutrophiles. Ces différents sigaux pourront entrainer la

production de grandes quantités d’IFN de type I par les PDC (393).

En résumé, les PDC et les voies TLR7 et 9 sont impliquées dans différentes pathologies auto-
immunes notamment aprés reconnaissance des acides nucléiques du soi complexés ou de ’ADN
mitochondrial. Il ne faut cependant pas se limiter a I'IFN de type I et aux TLR. En effet, les PDC ont

aussi été impliquées dans la sclérodermie systémique avec la production de CXCL4 (405).
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Une étude a démontré que des MP générées au cours de I’apoptose de polynucléaires neutrophiles
pouvaient induire la production d’IFN-o par les PDC, de maniere dépendante de leur contenu en
ADN, en stimulant les TLR9 endosomaux. Bien que le mode de purification des MP de cette étude ne
permette pas d’exclure la présence d’exosomes et d’agrégats protéiques/acides nucléiques (filtration
1-2 um et ultracentrifugation 100000g (406)), elle suggere la possible implication d’autres véhicules
d’acides nucléiques endogénes dans les maladies auto-immunes (407). Ce dernier point sera plus

amplement abordé Ch IILIV.

Autoreactive

B cell
DNA-specific IgG

Figure 16 - Modéle de reconnaissance des acides nucléiques du soi par les PDC et engagement de la voie TLRY.

Le peptide antimicrobien LL37 est libéré lors de I’endommagement de I’épithélium ou par les polynucléaires neutrophiles
infiltrant le site inflammatoire. Il peut se lier a ’ADN du soi libéré par les cellules mortes, formant des agrégats de structures
condensées protégeant les acides nucléiques de la dégradation par les DNAses extracellulaires, et permettant leur capture par
les PDC (possiblement via les radeaux lipidiques ?) permettant leur transport vers les endosomes précoces. La protéine
nucléaire HM GBI est également libérée dans le milieu extracellulaire par les cellules nécrotiques ou activées. Elle peut se lier a
I’ADN agrégé en présence de LL37 (liaison préférentielle ’HMGBI1 pour les structures d’ADN condensées), et promouvoir
Pactivation de la voie TLR9 par liaison avec son récepteur, RAGE. Dans le LES, des IgG autoréactifs anti-ADN natifs se lient
aux complexes ADN/protéines, augmentant leur translocation dans les endosomes précoces par interaction avec les récepteurs
FceyRIIA présents a leur surface des PDC. ITAM : immunoreceptor tyrosine-based activation motif. Adapté de la référence (303)
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ii.  Un autre exemple de pathologie chronique : L’Athérosclérose
Plusieurs études ont démontré une implication des PDC dans 1’athérosclérose. Cette pathologie

découle d’une dérégulation du métabolisme des lipides.

Une premiere ¢tude dans des souris susceptibles a 1’athérosclérose (les souris invalidées pour le
LDLR, Ldl¥") a montré que la déplétion des PDC augmentait la sévérité et la progression de la
maladie (408). Ceci suggere un role protecteur des PDC dans 1’athérosclérose. Des études ultérieures
rapportent plutot un role pro-athérogéne des PDC. Il a été observé dans deux autres études utilisant
un autre modéle dathérosclérose (les souris invalidées pour ApoE, ApoE™) que la déplétion des PDC
diminuait I’incidence de la pathologie induite par une nourriture riche en lipides (409,410). L’étude
de Doring a démontré la présence d’un infiltrat de PDC au niveau de plaques d’athérome humaines,
ainsi que la présence du peptide LL37 (pouvant stimuler la sécrétion d’IFN-a par les PDC). Dans
cette méme ¢tude, les auteurs ont rapporté une augmentation des taux d’auto-Ac anti-ADN dans les
sérums de patients souffrant de sténoses carotidiennes symptomatiques par rapport aux taux sériques
des patients présentant des sténoses carotidiennes asymptomatiques (410). Ceci suggere la possibilité
d’activation des voies TLR dans les PDC au cours de I’athérosclérose, comme cela a été décrit dans
les pathologies auto-immunes par les acides nucléaires complexés avec d’autres facteurs (voir ci-

dessus).

En plus de la composante innée, les PDC pourraient aussi intervenir dans 1’athérosclérose via leur
capacité a activer les lymphocytes T. Il a été observé toujours dans I’étude décrite ci-dessus, que
I’exposition des PDC humaines a des LDL oxydées (abondantes dans les plaques d’athérome et
pouvant lier le CD36 exprimé par les PDC) entrainait une augmentation de la capacité des PDC a
stimuler les lymphocytes T (410). L’augmentation de la prolifération des lymphocytes T dans les
plaques d’athérome a été confirmée dans un modéle murin (4poE™) (409). De maniére intéressante,
une étude dans un modéle d’athérosclérose murin (Ldlr”") a démontré que I’invalidation génique des
PDC ou I’abrogation des capacités des PDC a présenter des Ag par les molécules du CMH de classe
I1, prévenait la formation de lésions athéromateuses avec une réduction des lymphocytes T CD4 Thl
pro-athérogenes (411). Chez I’homme, il a pu étre observé que la stimulation par CpG d’explants de
plaques d’athérome entrainait une forte production d’IFN-o, ainsi que [’expression de
métalloprotéases MMP-9, I’augmentation du TLR4 a la surface des cDC et I’augmentation de TRAIL

a la surface des LT CD4, pouvant induire la mort des cellules des muscles lisses (412,413).
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L’implication des PDC est suggérée par la production d’IFN-a en réponse au CpG. Toutes ces

données supportent un role des PDC dans I’athérosclérose (Figure 17).
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Figure 17 - Implication des PDC dans I’athérosclérose.

(A) Les PDC activées par des acides nucléiques présents dans la plaque d’athérome (acides nucléiques du soi ou acides
nucléiques issus d’agents infectieux) via les voies TLR7/9 produisent une forte quantité d’IFN-a. Cette cytokine augmente
I’expression de TLR4 sur les ¢cDC et macrophages (Mp), ainsi que celle de TRAIL a la surface des LT CD4, augmentant la
cytotoxicité pour les cellules constituantes de la plaque, telles que les cellules endothéliales (EC), et les cellules musculaires lisses
vasculaires (VSMCs). L’IFN-a active la production de cytokines inflammatoires (IL-12, TNF-a et IL-23) par les ¢cDC et Mp,
ainsi que celle de métalloprotéases (MMP), dégradant la matrice extracellulaire et fragilisant la stabilit¢ de la plaque
d’athérome. (B) Le peptide antimicrobien LL37, sécrété par les polynucléaires neutrophiles infiltrants, se lie a des fragments
d’ADN du soi provenant des cellules mourantes aboutissant a un complexe ADN/LL37 activant les PDC. L’IFN-a sécrété par
les PDC activées, soutient la réponse immunitaire humorale permettant la commutation isotopique et la maturation des LB en
plasmocytes sécréteurs d’auto-Ac. Ces auto-Ac pourront se lier a PADN formant des complexes auto-immuns, capables a leur
tour de stimuler la production d’IFN-o par les PDC. (C) Des lipoprotéines modifiées (ex : oxLDL) se déposant dans les lésions
athéromateuses peuvent activer les PDC apres liaison du CD36, augmentant la capacité de ces cellules a induire une réponse
lymphocytaire T se traduisant par la prolifération et la sécrétion de cytokines inflammatoires (principalement Th1). Adapté de
la référence (414).
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III. La contrepartie leucémique des cellules dendritiques plasmocytoides : La

néoplasie a cellules dendritiques plasmocytoides ou BPDCN

1. Identification et caractérisation

A ‘ B Cc g
¢ Figure 18 - Cellules dendritiques plasmocytoides leucémiques (LPDC)
’ retrouvées dans la BPDCN : morphologie et activation IL-3.

(A) Morphologie de cellules LPDC issues d’un patient atteint de BPDCN
(marquage May-Griinwald Giemsa). (B) Apreés 6 jours de culture en présence
d’IL-3, les cellules acquiérent un cytoplasme large contenant des vacuoles. (C)
L’ajout de CD40L les deux derniers jours de culture aprés 6 jours de culture
avec de ’IL-3 induit une morphologie de type DC (présence de dendrites). (D)
Les cellules leucémiques meurent en culture au bout de 6 jours. (E) La culture
en présence d’IL-3 seul n’induit que peu/pas de dendrites, mais permet
d’augmenter la survie des cellules. (F) Les cellules présentent un grand nombre
de dendrites apreés culture en présence de CD40L. (D-F) Aspect en contraste de
phase. (G) Le marqueur de maturation des DC CD83 n’est pas exprimé a la
surface des cellules LPDC issues des patients, mais est exprimé aprés culture en
présence d’IL-3 seul (H), et d’IL-3 + CD40L (I), observé par microscopie a
fluorescence. Adapté de la référence (415).

Au milieu des années 1990, une nouvelle entit¢ de leucémie a été¢ identifiée (416). Les cellules
malignes exprimaient les marqueurs CD56 et CD4, mais étaient négatives pour les marqueurs de
lignée CD3, CD19, CDI13 et CD33 (marqueurs conventionnels de la lignée myéloide), d’ou leur
dénomination de cellules leucémiques NK (417-419). Ce n’est qu’en 2001 que les cellules
leucémiques ont été identifiées comme dérivant des PDC, conférant a la leucémie sa dénomination
actuelle de BPDCN (Blastic Plasmacytoid Dendritic Cell Neoplasm) (415). Lors de cette étude, il a
¢té démontré que les cellules issues de 7 patients exprimaient les marqueurs CD4, CD56 ainsi que
CD123, ILT3, et HLA-DR. Par homologie avec les PDC, ces cellules présentent une augmentation de
leur viabilité en présence d’IL-3 et GM-CSF en culture et acquierent une morphologie de DC mature
apres stimulation IL-3 et CD40L (Figure 18C et F). De plus, la culture des cellules en présence d’IL-
3 et CD40L augmente I’expression du marqueur de maturation des DC, CD83 (Figure 18G-I), ainsi
que celle des molécules de costimulation CD80/CD86, CDA40, et des molécules HLA-DR et HLA-
ABC de présentation de I’antigeéne. Une sécrétion d’IFN-o est observée pour la moitié des cellules
leucémiques de patients, cultivées en présence de dérivés viraux. Les LPDC (PDC leucémiques) ont
¢galement montré aprés maturation (6 jours de culture en présence d’IL-3), leur capacité a activer et
favoriser la différenciation des LT CD4 vers le profil Th2 (415). La méme équipe a démontré que les
LPDC exprimaient un panel de récepteurs aux chimiokines comparable a celui présenté par les PDC
natives (CXCR3, CXCR4 et CCR?7), ainsi que CCR6, permettant leur migration vers les sites
tumoraux (nceuds lymphatiques et peau) (420). 1l a été observé que 2/3 des patients atteints de
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BPDCN étaient porteurs d’anomalies chromosomiques associées a des mutations au niveau génique
(421). De maniére intéressante, des études de profils d’expression génique ou GEP (Gene Expression
Profiling) ont révélé une activation de la voie NF-kB, une augmentation des transcrits des genes bcl2
et irf4 (associés a la survie et la prolifération cellulaire) (422), et une surexpression des oncogenes

hes6, runx2 et fIt3 (423).

Des différences phénotypiques (dont I’expression de CD56) et géniques entre les PDC et les cellules
leucémiques LPDC ont cependant mis en doute 1’origine cellulaire des LPDC. Plusieurs études ont
rapporté 1’expression du marqueur CD56 sur une population limitée de PDC (424,425). L’¢étude des
sous-populations DC chez des individus sains a révélé une sous-population minoritaire de cellules
(0,03% des PBMC) partageant des caractéristiques morphologiques et phénotypiques des PDC
(expression de BDCA2, BDCA4 et production d’IFN-a aprés stimulation de la voie TLR9), mais
¢galement des caractéristiques de cDC (expression de CD2, CD13, et CD33) (426). Ces cellules
montraient des caractéristiques de stimulation des lymphocytes T plus proches des cDC ; les facteurs
de différenciation spécifiques des PDC (facteurs de transcription E2-2, SPIB) montraient quant a eux
un profil d’expression intermédiaire. L’é¢tude GEP semblait indiquer une plus grande proximité des

LPDC avec ces cellules qu’avec des PDC natives (427).

2. Incidence Clinique
Le diagnostic de BPDCN a été réalisé pour des personnes d’ages différents et dans différentes
localisations gé€ographiques. La moyenne d’dge au diagnostic se situe a 67 ans, avec une
prédominance pour les hommes (rapport homme/femme : 2,2-3/1), sans prédisposition ethnique. La
BPDCN est une leucémie rare (<1% des leucémies aigués) (428), avec une centaine de cas
répertoriés en 2005, et une centaine de nouveaux cas décrits a [’heure actuelle dans la littérature
(421). Cependant, sa description récente a longtemps rendu son diagnostic difficile. De nombreux cas

pourraient faire I’objet d’un mauvais diagnostic.

i.  Diagnostic
Les manifestations cliniques comprennent des 1ésions cutanées, des infiltrats sanguins, médullaires et
des nceuds lymphatiques, ainsi qu’un envahissement possible des tissus périphériques (systeme
nerveux central, poumon, foie). Un diagnostic de BPDCN peut étre suspecté chez des patients agés
présentant des lésions cutanées persistantes, méme peu évolutives. La biopsie de ces derniéres
présente de maniére typique des infiltrats diffus et monomorphiques de blastes de taille moyenne

présentant un noyau irrégulier avec une chromatine fine et au moins un nucléole de petite taille. Le
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cytoplasme est peu important (rapport nucléo/cytoplasmique (RNC): 0,8-0,9) et dépourvu de
granulation. Une implication médullaire est courante avec des infiltrats diffus et des modifications
dysplasiques dans le tissu hématopoiétique résiduel (Figure 19). La validation du diagnostic de
BPDCN par immunophénotypage se base sur l’expression de CD4, CD45RA, CD56 et des
marqueurs spécifiques de PDC CD123, TCL1 (T-cell leukemia 1), BDCA2 (CD303), BDCA4
(CD304), CD2AP, Spi-B. En 2009, une étude de notre équipe a proposé un algorithme pour favoriser
le diagnostic impliquant la co-expression des marqueurs CD4, CD56, CD123, BDCA2 et/ou BDCA4
et I’absence d’expression des marqueurs « forts » de lignée CD3, CD11c, myélopéroxidase/MPO et
CD79a (429). Une étude récente sur 91 cas de BPDCN a permis d’identifier ’expression des
marqueurs CD4, CD56, CD123, CD303, et TCL1 comme les plus caractéristiques de BPDCN, la co-
expression de 4 marqueurs serait suffisante au diagnostic (430). Il est a noter que les infiltrats
médullaires sont observés dans 87% des cas (notamment dans les formes leucémiques avec la
présence de blastes circulants), avec des taux variables (0-100%, médiane de 67%), ainsi qu’une
cytopénie fréquente (91% des cas, dont thrombopénie [78%)], anémie [65%], leuco/neutropénie

[34%]) (431).

A Cutaneous Lesion
(nodule, bruise-like infiltrate, or plaque)
With or Without Lymphadenopathy,
Hepatosplenomegaly, and Cytopenias

!

Skin Biopsy
Immunophenotype Morphology
CD4+, CD43+, Diffuse, monomorphous
CD45RA+, CD56+, infiltrate of medium-sized
CD123+, TCL1+, blast cells with irregular
CLA+, CD2AP+, nuclei and fine chromatin
BDCA 2+, BDCA 4+ with = 1 nucleoli.

Scant and agranular
cytoplasm, angioinvasion,
and coagulation necrosis

absent

BPDCN

Figure 19 - Lésions cutanées et éléments pour le diagnostic.

A. Diagramme permettant de guider le diagnostic de BPDCN. B. Les patients montrent couramment des lésions cutanées
persistantes. C. Une biopsie cutanée permet d’observer des infiltrats monomorphiques et diffus. D. La réalisation d’un
myélogramme permet d’observer les infiltrats médulaires des cellules blastiques, présentant une chromatine immature fine,
contenant >1 nucléole, une faible portion cytoplasmique plutét basophile (D). Adapté de la référence (421)
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ii.  Prise en charge thérapeutique

La BPDCN est une hémopathie maligne de mauvais pronostic (médiane de survie : entre 12 et 16
mois) (430,432,433). A I’heure actuelle, il n’y a pas de consensus sur le protocole de prise en charge
des patients. Il varie selon les centres et associe souvent des protocoles de chimiothérapies utilisés

dans d’autres lymphomes/leucémies (431,434).

Dans le cadre de BPDCN avec des implications tissulaires limitées aux manifestations cutanées, des
approches de thérapie ciblée comprenant une radiothérapie focalisée, un traitement par
glucocorticoides par voie systémique ou une chimiothérapie non intensive peuvent montrer une
efficacité initiale avec la résorption des Iésions. Cependant, la plupart des patients rechutent en
quelques mois. Cette approche est néanmoins une option palliative pour les patients non éligibles

pour des thérapies plus agressives (435-437).

Récemment, une étude multicentrique incluant 43 patients souffrant de BPDCN a été réalisée
comparant des traitements par protocoles associant des chimiothérapies de type LAM ou de type
LAL/lymphome. Cette étude démontrait un avantage significatif du traitement de type
LAL/lymphome avec une rémission complete permettant d’atteindre une médiane de survie allant

jusqu’a 32,9 mois (438).

Une étude rétrospective incluant 34 patients présentant une BPDCN ayant regu une allogreffe de
cellules hématopoiétiques montrait a 3 ans : 32% de rechute, 33% de survie sans maladie et 41% de
survie globale (439). Le faible nombre de cas rapportés ne permet cependant pas d’affirmer un gain

de survie lié a cette immunothérapie adoptive allogénique (421).

3. Approches thérapeutiques
A T’heure actuelle, aucune thérapie ciblée n’existe. La meilleure caractérisation des LPDC/BPDCN a

cependant permis plusieurs approches.

L’identification d’une mutation FLT3-ITD dans 3 cas de BPDCN sur 14, laisse envisager un effet
thérapeutique intéressant des inhibiteurs de tyrosines kinases (438). Cette approche a déja montré son

efficacité dans le traitement de la LAM (440).

La caractérisation des LPDC a également révélé 1’expression du récepteur de TRAIL (pour TNF-
Related Apoptosis-Inducing Ligand), DRS dans 7 cas sur 9 testés, les rendant sensibles a une

cytotoxicité délivrée par les cellules NK activées, TRAIL (441), ou un anticorps monoclonal agoniste
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dirigé contre DRS, le Lexatumumab. L’utilisation d’activateur de la voie TRAIL a déja été évaluée
en tant que traitement anti-cancer dans des études précliniques démontrant une bonne tolérance, mais

des bénéfices limités dans les modeéles étudiés (442).

Sapienza et ses collégues ont identifi¢ en 2014 une activation aberrante de la voie NF-xB dans les
LPDC. Le traitement des cellules en culture par du bortézomib (un inhibiteur du protéasome, inhibant
’activation de NF-«B), ainsi qu’un inhibiteur spécifique de NF-xB avait permis de démontrer un

effet antiprolifératif et cytotoxique sur les LPDC (422).

Une molécule de fusion couplant I’[L-3 a la toxine diphtérique, SL401, a montré son efficacité in
vitro sur des cellules leucémiques BPDCN, in vivo dans un modele de xénogreffe chez la souris ainsi
que dans une étude clinique de phase I/II (443,444). Cette molécule SL401 est internalisée par les
LPDC apres liaison avec le CD123 (chaine o du récepteur a I’IL-3) et le CD131 (chaine B du
récepteur a I'IL-3, commune a d’autres cytokines). La partie toxine diphtérique inhibe la synthese
protéique, entrainant la mort des cellules blastiques. Dans cette étude, Frankel et son équipe ont traité
11 patients souffrant de BPDCN a une posologie journaliere de 12,5 pg/kg pendant 5 jours. Une
réponse au traitement a été observée chez 78% des patients (n=6/9) durant le premier cycle de

traitement (médiane de réponse de 5 mois) (443).

D’autres approches ciblant CD123, fortement exprimé sur les LPDC, sont a 1’étude dans d’autres
hémopathies, telles que 1a LAM et la LMC (Leucémie My¢loide Chronique). Parmi ces derniéres, il a
¢té étudié I'utilisation d’un anticorps monoclonal dirigé contre le CD123 et modifi¢ pour augmenter
I’affinit¢ du fragment Fc avec le CD16. Cet anticorps empéche la liaison de I'IL-3 (et donc la
prolifération induite par ce dernier) et induit une forte cytotoxicité cellulaire dépendante de 1’Ac
(ADCC) impliquant les cellules NK. L’injection chez I’animal de cet anticorps a révélé un retard de
survenu de la leucémie chez la souris, et une déplétion des cellules CD123+ dans un modele de

primate non humain (445,446).

Enfin, une derniére approche pouvant s’appliquer potentiellement a la BPDCN est la génération de
lymphocytes T exprimant un récepteur chimérique a I’antigéne (CAR pour chimeric antigen

receptor), dirigé contre le CD123, permettant le ciblages des cellules LPDC (447,448).

La réponse limitée aux protocoles de chimiothérapies, la survie réduite aprés les traitements et la
rechute fréquente (méme aprés allogreffe de cellules hématopoiétiques) montrent la nécessité de

développer d’autres approches thérapeutiques pour la BPDCN.
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Chapitre III. Les Microparticules
I.  Généralités

1. Historique
En 1967, dans son étude intitulée “The Nature and Significance of Platelet Products in Human
Plasma” (publiée dans le “British Journal of Haematology ), Peter Wolf décrivait pour la premicre
fois des débris plaquettaires responsables de la coagulation de plasma, sérum, et fractions dérivées
a partir de la sédimentation de particules issus du plasma (distincts des plaquettes) (449). Il démontra
que le temps de coagulation du plasma était augmenté par ultracentrifugation a 134211g, confirmant
ainsi la découverte de Chargaff et West faite vingt ans plus tot (450). De plus, Wolf observa que lors
du stockage de plasma citraté riche en plaquettes, son activité coagulante était augmentée ainsi que le
nombre de débris plaquettaires en fonction du temps. Il attribua ce gain d’activité aux débris
plaquettaires, ¢largissant la théorie de I’augmentation de I’activité des plaquettes par le stockage
précédemment énoncée (451). En 1970, Webber et Johnson démontrérent que l’activation des
plaquettes par ajout de thrombine au plasma induisait la formation de vésicules englobant les
granules alpha de ces dernieres (contenant des facteurs coagulant) et donc la production de « débris
plaquettaires » plutot qualifiées alors de vésicules plaquettaires (452). L’année suivante, Crawford
démontra que ces vésicules alors nommées microparticules plaquettaires (PMP) possédaient une
activité ATP-ase, et contenaient du cholestérol et des phospholipides (453). Par 'utilisation d’une
immunoélectrophorése faisant appel a des anticorps dirigés contre les complexes de glycoprotéine
[Ib/IIla présents a la membrane plaquettaire, James Georges et ses collegues réussirent en 1982 a
compter les PMP et & démontrer la présence de microparticules (MP) d’origine cellulaire distincte
dans le plasma humain de sujet sain (454). Les décennies suivantes ont permis de confirmer la
présence de MP plasmatiques ou générées in vitro apres activation, de diverses origines cellulaires,
dont des cellules tumorales (455), ou des monocytes apres stimulation par le LPS (456). Il faut noter
que ces MP générées dans des circonstances pathologiques ou inflammatoires montrent une
expression augmentée du facteur tissulaire (TF) et des phosphatidylsérines (PS), associée a une
activité pro-coagulante accrue. Ces facteurs ont ét¢ impliqués dans différentes pathologies telles que
’athérosclérose, le diabete de type II, le syndrome de détresse respiratoire aiglie ou encore certains

cancers (457-460).
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Depuis ces premicres études, le nombre de travaux sur les microparticules n’a cess¢ d’augmenter
faisant apparaitre la nécessité d’une caractérisation des différentes vésicules observées. Ces vésicules
sont regroupées sous le terme de vésicules extracellulaires (extracellular vesicle, EV en anglais) et
sont I’objet d’intenses débats dans la communauté scientifique. Ces vésicules pourraient étre réparties
en 3 groupes: les exosomes; les microparticules, microvésicules ou ectosomes; les corps

apoptotiques (461) .

2. Caractérisation et nomenclature
En 2005, La Société Internationale de Thrombose et d’Hémostase (ISTH pour « International Society
on Thrombosis and Haemostasis ») a défini les microparticules (MPs) comme des vésicules dérivées
de cellules, de taille comprise entre 0,1 et 1 um, ne possédant pas de noyaux et d’activité
transcriptionnelle, pouvant contenir des protéines du cytosquelette et présenter a leur surface les
protéines membranaires spécifiques a leur cellule d’origine, ainsi qu’exprimer des
phosphatidylsérines (462). Ces phospholipides sont localisés préférentiellement au niveau du feuillet
interne de la membrane plasmique et exposés de maniére controlée et limitée a la surface des cellules
vivantes. Dans la littérature, les termes « microvésicules » ou « ectosomes » sont couramment utilisés
pour désigner les microparticules. Les autres vésicules circulantes identifiées présentes des
caractéristiques distinctes quant a leur taille et leur composition (Tableau 5). Cependant, la disparité
des protocoles d’isolement et des techniques d’étude n’exclut pas une hétérogénéité des préparations
de ces vésicules, mais ne peut certifier que d’un enrichissement en un type donné. De plus, les
contamiants potenciels dépendent du milieu (fluide biologique ou milieu de culture) d’origine des

microparticules (461).
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Tableau 5 — Principales caractéristiques physicochimiques des vésicules extracellulaires.

Caractéristiques

Exosomes

Microparticules Corps Apoptotiques

Taille (diameétre)

Origine cellulaire

0,03-0,1 pm

Corps multivésiculaires
(organites intracellulaires :
endosomes,...)

0,1-1 pm [-5 pm

« fusion » des membranes
internes et de la membrane
plasmique, translocation
de matériels nucléaires

Membrane plasmique

(463-465)
' Cholgstérol, _ Membrane plasmique Fragments cellulaires
Composition lipidique  sphingomyéline, céramide,
(PS) PS PS
Principaux Tétraspanines Protéines membranaires de PS, fragments d’ADN
la cellule d’origine, ’ . ’
marqueurs de détection (CDY, CD63) Intégrines, sélectines Histones
Sédimentation
(valeurs utilisées dans la 100 000g-200 000g ~20 000g 800-110000g
littérature)
TRPS, NTA, Microscopie o
Méthodes de détection électronique, Western blot, TRPS, NTA, Cytometrie Cytométrie en flux

o en flux, Immuno-capture
Spectrométrie de masse ’ P

Activation cellulaire et
phase précoce de
I’apoptose

(22,23)

Phase tardive de
I’apoptose

Mécanismes de

i Activation cellulaire

Références (466-468) (471,472)

Abréviations : PS : Phosphatidylsérines ; TRPS : tunable resistive pulse sensing, NTA : nanoparticle tracking analysis. Adapté
de la référence (473—475).

3. Formation des microparticules
Les premicres études portant sur la formation des microparticules se sont intéressées au mécanisme
d’exposition des PS. A 1’état basal, la bicouche lipidique présente une répartition asymétrique de
lipides impliquant I’activité de plusieurs enzymes nommées floppase (transporteur des lipides vers la
face externe), flippase (transporteur des lipides vers la face interne), et scramblase (favorisant un
arrangement aléatoire). L’exposition des PS au feuillet externe de la membrane plasmique est la
conséquence de I’activation ou de I’apoptose cellulaire (476). Il en résulte la translocation par les
floppases (477) et I’inhibition des flippases par I’augmentation en calcium intracellulaire (478). Cette
modification de 1’équilibre des phospholipides entre les deux couches membranaires, ainsi que la
protéolyse du cytosquelette par I’action des calpaines activées par le calcium conduit a la libération
des MP (479). L’inhibition des calpaines dans les plaquettes a été observée comme diminuant la
formation de PMP (480). Lors de cette méme ¢tude (480), il a ét€ observé que I'inhibition de la

caspase-3 contenue dans les plaquettes diminuait fortement la production de MP de maniére
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indépendante de la calpaine. La formation de MP par activation des caspases a été démontrée comme
impliquant plusieurs mécanismes. L’activation de la caspase-3 entraine le clivage de la kinase ROCK
[ (Rho-associated kinase I), produisant une forme constitutivement active de cette derni¢re (481,482).
Cette enzyme est impliquée dans le réarrangement du cytosquelette dépendant entre autres de la
phosphorylation de MLC (myosin regulatory light chain) qui a été décrite comme indispensable au
bourgeonnement membranaire (483). Un mécanisme analogue a ét¢ observé faisant intervenir
I’activation de la caspase-2 entrainant le clivage de ROCK II (484). Plus récemment, un mécanisme
impliquant la caspase-1 et la calpaine a ét¢ démontré comme pouvant induire la libération de MP par
des macrophages (485), (Figure 20). Il est important de signaler que les plaquettes ne possédant pas
de noyau cellulaire ne peuvent pas subir d’« apoptose » au sens strict du terme. De méme, la caspase-
1 est impliquée dans une mort inflammatoire de la cellule associée a I’activation de I’inflammasome

et appelée pyroptose (204).

Les signaux d’activation induisant la formation de MP sont nombreux et dépendent du type
cellulaire. Ces derniers comprennent des signaux inflammatoires endogenes ou exogenes (comme le
LPS (456)), ainsi que physiologiques (ex :apoptose). Pour une méme cellule, la composition des MP
est grandement dépendante du signal d’induction, comme cela a été observé pour les MP dérivées de
paquettes (486), ou de cellules endothéliales (487). Il a également été observé des MP n’exposant pas

la PS (488), suggérant d’autres mécanismes d’induction.
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Figure 20 - Schéma illustrant les différentes étapes de formation des microparticules.

Durant Pactivation cellulaire, une augmentation du calcium intracellulaire induit ’externalisation des phosphatidylsérines.
L’augmentation du calcium est également associée avec I’activation des calpaines, ce qui est requis pour le remodelage du
cytosquelette et la formation de microparticules (MP). L’induction d’apoptose, médiée par le clivage des caspases, induit
P’activation des protéines ROCK, entrainant une altération du cytosquelette et le bourgeonnement membranaire. Abréviations:
ROCK, Rho Kinase ; TRAIL, TNF-related apoptosis-inducing ligand. Adapté de la référence (489)
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4. Clairance des microparticules
Les mécanismes de clairance des MP sont encore mal définis. L’homologie entre les corps
apoptotiques et les MP (vésicules dérivées de cellules, pouvant étre induites lors de 1’apoptose
cellulaire et exposant des PS) a conduit a I’investigation du role de la PS dans la prise en charge des
MP par les cellules de I’organisme. La lactadhérine (aussi appelée MFGE-8 pour milk fat globule
epidermal growth factor-8) est une molécule se fixant aux PS, faisant office de protéine de pontage
avec I’'intégrine avp5 a la surface des phagocytes (490). 11 a été observé que la lactadhérine pouvait
se lier aux PMP et augmentait la prise en charge in vitro de ces MP par des macrophages. Des souris
invalidées pour la lactadhérine présentaient une augmentation de leur taux de MP circulantes (491).
La méme équipe a démontré plus tard I’implication d’une autre protéine de pontage des PS avec les
intégrines des phagocytes, la protéine Del-1 (pour developmental endothelial locus-1) (492).
L’opsonisation par les fractions du complément s’est révélée quant a elle indispensable a
I'internalisation de MP issues de lignées de carcinome ou de fibroblastes humains par les
lymphocytes B. Cependant, les monocytes ne montrent qu’une dépendance partielle a ce mécanisme.
Il a été observé que les monocytes expriment a leur surface la molécule d’annexine V, permettant la
liaison aux PS exprimées par les MP, et I’internalisation de ces derniéres (493). Une étude sur la prise
en charge d’ectosomes par des macrophages a démontré une implication du récepteur Mertk, capable
de se lier aux PS par les molécules de pontage, GAS6 ou Protéine S (494). Ce récepteur, appartenant
a la famille des TAM (Tyro3, AxIl, Mertk), est connu pour son implication dans la prise en charge des
corps apoptotiques par les cellules phagocytaires et I’induction d’une réponse tolérogene (46).
Cependant, les études impliquant des molécules de pontages (GAS6 et Protéine S) et ces récepteurs

TAM dans la prise en charge des MP restent peu nombreuses.

La reconnaissance de la PS par les récepteurs membranaires des phagocytes est considérée parmi les
premiers signaux nécessaires a la phagocytose (495). Une étude sur D’internalisation des MP
endothéliales (EMP) par des PDC a démontré I'implication d’un mécanisme de phagocytose
(inhibition par la cytochalasine D), ainsi que de macropinocytose (inhibition par 1’amiloride) (327).
Ces résultats ont été confirmés par la suite sur I’internalisation de PMP par des cellules endothéliales
cérébrales (496). Des mécanismes de fusion des MP avec les membranes cellulaires ont également
¢té suggeérés (473). La prise en charge des MP permet donc un transfert horisontal du matériel

cellulaire (depuis la cellule d’origine de la MP vers la cellule prenant en charge la MP).
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II. Composition des microparticules

La composition des MP est directement liée a leur cellule d’origine, ainsi qu’au mécanisme de
formation dont elles sont issues (activation ou apoptose). Elles sont composées d’un large spectre de
molécules bioactives, de molécules d’adhérence et d’ancrage a la matrice extracellulaire et aux
membranes cellulaires, leur permettant des interactions spécifiques avec différents types cellulaires.
Apres prise en charge par les « cellules cibles », les MP ont la capacité de moduler les fonctions de

ces derniéres en leur délivrant leur matériel bioactif.

1. Les composés membranaires
Les composés membranaires présents a la surface des MP sont issus de la cellule d’origine,

permettant donc I’identification de 1’origine de la MP par immunomarquage (Tableau 6).

Tableau 6 Principaux marqueurs d'identification des origines cellulaires des MP.
La liste a été limitée aux marqueurs les plus utilisés. Adapté de la référence (497)

Microparticules Cellule d’origine Cibles antigéniques de surface

PMP Plaquettes CD31, CD40L, CD41, CD42a, CD42b, CD61,
CD62P, CD63, CD107a, fibrinogéne, VWF

MegMP Meégacaryocytes CD41, CD184, Filamine A

EMP Cellules endothéliales CD31, CD34, CD51, CD54, CD62E, CD63,
CD105, CD106, CD142, CD144, CD146

MMP Monocytes CD14, CD142, CD144, CDl162

LyMP Lymphocytes CD3, CD4, CD8, CDl6, CDI19, CD20, CD45,
CD66b

NMP Neutrophiles CDl11a, CD11b, CD15, CD16, CD35, CD49, CD59,

CD62L, CD66b, CD142

ErMP Erythrocytes CD35, CD235a

Abréviations : MP, Microparticles ; EMP (Endothelial cells derived Microparticles) : MP endothéliales; MMP (Monocytes
derived Microparticles) : MP monocytaires ; LyMP (Lymphocyte derived Microparticles) : MP lymphocytaires ; NMP (Neutrophil
cells derived Microparticles) : MP dérivant des polynucléaires neutrophiles ; ErMP (Erythrocytes derived Microparticles) : MP
Erythrocytaires.
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Ces composés peuvent ¢galement exercer une fonction et procurer une activité propre aux MP, ou
transférer cette activité a la cellule cible. Par exemple, 1’exposition des PS sur la couche externe des
membranes des MP forme une plateforme d’initiation de la coagulation (498-500). Le transfert du
récepteur CCRS5 a des PBMC ne I’exprimant pas a ét¢ démontré comme entrainant son expression a
la surface des cellules cibles. Ce méme résultat a ét¢ observé pour CXCR4 via des MP dérivées de
cellules de la lignée mégacaryocytaire, rendant les cellules cibles sujettes a une infection par le virus
de I'immunodéficience humaine VIH-1 (CXCR4 et CCRS5 étant des corécepteurs au tropisme de
souches de VIH) (501,502). 11 a également été observé que I’incorporation de PMP portant le CXCR4
par des cellules angiogéniques EOC (pour early outgrowth cells) augmentait ’activation d’AKT par
le ligand de CXCR4, CXCLI12 dans ces cellules. Ceci favorisait la régénération vasculaire apres
Iésions (503). L’augmentation de I’expression de CXCR4 par les cellules cibles peut également étre
induite par le transfert de la sphingosine-1-phosphate ou de CCLS5, qui sont connus pour induire
I’expression de CXCR4 (504,505). Ce transfert peut également avoir des effets délétéres dans des
contextes pathologiques comme les cancers. Il a ét¢ observé que des MP dérivées de cellules de
glioblastomes agressifs pouvaient transférer un récepteur a ’EGF tronqué (EGFRVIII) a d’autres
cellules cancéreuses exprimant la forme sauvage, transmettant ainsi leur agressivité (506). D’autres
fonctions peuvent étre transférées entre les cellules, pouvant impliquer des protéines intra-

particulaires.

2. Protéines intra-particulaires
Ces protéines peuvent étre des cytokines, des chimiokines, des facteurs de croissance ou de
transcription. Il a été observé dans plusieurs études que la cytokine inflammatoire IL-1f était
fortement sécrétée sous forme empaquetée dans les MP (507-509). De maniere similaire, 1’activation
de plaquettes a démontré la sécrétion de MP contenant des granules a, dont la chimiokine CCLS5 qui
pourra par ce moyen étre transférée a la surface de I’endothélium afin de promouvoir le recrutement
monocytaire. De manicre intéressante, ces auteurs ont démontré que le blocage ou I’invalidation de la
sélectine P, GPIb, ainsi que GPIIb/Illa et la molécule d’adhérence jonctionnelle A inhibaient le
transfert de CCLS aux cellules endothéliales révélant un mécanisme de controle de la localisation et
du contexte de transfert (510). Les PMP ont également été caractérisées comme pouvant contenir des
récepteurs nucléaires fonctionnels pour leur activité de transcription (PPARY/RXR), ou des facteurs
de croissance possédant un effet pro-angiogénique, tels que le facteur de croissance endothélial
VEGF, fibroblastique bFGF, et plaquettaire PDGF. Ces derniers ont été observés comme participant

a la croissance endothéliale in vitro et a la génération de nouveaux vaisseaux par leur injection chez
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la souris, aprés une ischémie cardiaque (511,512). Les macrophages alvéolaires sont aussi capables
de transférer via les MP des protéines impliquées dans la signalisation cellulaire, comme les protéines
SOCS (pour suppressor of cytokine signaling). Ces protéines vont pouvoir inhiber les STAT des
cellules épithéliales alvéolaires aprés internalisation des MP (439). Ce mode de transfert hautement
régulé n’est cependant pas généralisé. Des MP dérivées de cellules cancéreuses contenant 1’activateur
de métalloprotéinase de la matrice extracellulaire EMMPRIN (CD147), ont été observées comme
libérant leur contenu dans I’environnement tumoral suite a une dégradation de la MP causée par le
pH acide de I’environnement (513). Ce mécanisme a été confirmé in vitro avec des MP contenant du

VEGF (514),

3. Acides nucléiques
En plus de la modification de ’activité transcriptionnelle de la cellule cible par des facteurs de
croissance ou la stimulation de récepteurs nucléaires, la régulation de la transcription des cellules
cibles par les MP peut également étre assurée par transfert d’ARN messagers (ARNm) ou de micro-

ARN (miARN).

Cette modification de la transcription est un mécanisme important du renouvellement tissulaire. En
utilisant des MP contenant de I’ARNm codant pour une protéine marquée a la GFP, il a été observé
que des cellules endothéliales pouvaient intégrer et traduire 1’information génique. Des cellules
endothéliales progénitrices généraient des MP contenant de I’ARNm, permettant d’induire
’organisation capillaire in vitro de cellules endothéliales et favorisant in vivo I’angiogenése. Le
traitement par RNAse inhibait ces effets. L’analyse de ces ARNm a révélé un profil spécifique
permettant I’activation de la voie PI3K/Akt (515). L’ARNm transporté par des MP dérivées de
différentes cellules n’est pas incorporé de maniére aléatoire dans la MP. Il a été¢ proposé que ce
mécanisme de sélection implique des ribonucléoprotéines, responsables du trafic intracellulaire de
I’ARN et présentes dans les MP (515-517). En plus des ARNm, les MP peuvent contenir des
miARN. Ces derniers sont composés de courtes séquences nucléotidiques (21 a 24 nucléotides), non
codantes, pouvant réguler I’expression génique par inhibition de la transcription et/ou dégradation
d’ARNm spécifiques. IIs sont impliqués dans la régulation de processus, tels que I’hématopoicse
dans des circonstances physiologiques, mais aussi pathologiques, comme 1’athérosclérose (518,519).
Il a été observe que des MP générées lors de I’apoptose de cellules endothéliales au cours de la
progression de 1’athérosclérose étaient enrichies en miARN-126 qui induisait la sécrétion de

CXCLI2 par les cellules cibles (prenant en charge les MP), délivrant ainsi un effet athéro-protecteur
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(520). Les MP peuvent donc modifier les fonctions de cellules cibles par transfert d’acides

nucléiques.

4. Composés lipidiques
Les MP étant issues de la membrane plasmique, elles sont composées en partie de phospholipides
ainsi que de cholestérol, dont la concentration est augmentée dans les radeaux lipidiques. Outre
I’implication fonctionnelle de la PS décrite ci-dessus (pro-coagulante, prise en charge des MP,
engagement de la signalisation de ses récepteurs directement ou par I’intermédiaire d’une molécule
de pontage), ces éléments possedent des propriétés bioactives. Dans 1’absolu, en faisant le paralléle
avec les cellules ou les corps apoptotiques qui expriment les PS et engagent les récepteurs aux PS,
certains de ces récepteurs sont couplés a la production de molécules immunosuppressives telles que

le TGF- par le récepteur stabiline-2 (521).

Il a été observé que la composition en phospholipides et cholestérol des PMP était différente de celle
des membranes plaquettaires. Ceci suggere une sélectivité de la composition lipidique des MP. Les
PMP montraient une composition intermédiaire entre la membrane des granules et la membrane
plasmique des plaquettes. Un enrichissement en cholestérol suggérait une forte présence de radeaux
lipidiques. Enfin, dans cette méme étude, la composition lipidique des PMP était dépendante du
traitement activateur a 1’origine de la production de MP a partir des plaquettes (522). Une étude
précédente avait démontré une modification de la composition lipidique de microvésicules dérivées
de plaquettes en fonction du stockage (523). La présence d’acide arachidonique (AA) dans les PMP a
¢té démontrée comme responsable de I’augmentation de I’adhérence intercellulaire des cellules
endothéliales et monocytes, via I’induction de la molécule ICAM-1 (intracellular cell adhesion
molecule-1) sur les cellules endothéliales, LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1) et Mac-
1 (Macrophage antigen-1) sur les monocytes. Cet effet était reproduit en utilisant de 1’acide
arachidonique isol¢ des MP (524). L’activation des polynucléaires neutrophiles par des endotoxines
induit la production de MP contenant des lipides bioactifs. Ces MP ont été observées comme
responsables de la sécrétion de PAF (platelet-activating factor) par les neutrophiles, un médiateur
lipidique impliqué dans I’inflammation et la thrombose, responsable de ’activation des plaquettes
(525). La caractérisation du contenu lipidique des MP dérivées de neutrophiles a démontré la
présence de précurseurs des résolvines permettant, aprés prise en charge par les macrophages,
d’augmenter la production de résolvine D2 et E2 (526). Les MP selon leur origine peuvent donc
contenir des médiateurs lipidiques inflammatoires (PAF, acide arachidonique) ou anti-inflammatoires

(résolvines).
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Des exemples de ces molécules bioactives identifiées dans les MP sont cités dans le Tableau 7 ci-

dessous, afin de mieux apprécier la disparité des cellules d’origine ainsi que des cibles cellulaires.

Tableau 7 - Molécules bioactives transférées par les microparticules.
Seuls quelques exemples représentatifs de I’hétérogénéité des molécules véhiculées sont représentés ici. La liste n’est trés
certainement pas exhaustive.

Matériel transféré Cellules Référence(s)
Origine des MP Cible cellulaire
Récepteurs/protéines de surface
CCRS PBMC Diverses (56)
CXCR4 Plaquettes (PIt) Diverses (501,502)
Plt EOC (503)
GPIIb/la Plt Neutrophiles (527)
Plt EOC (528)
EGFR Tumorale Diverses (5006)
CMH cellules immunes cellules immunes (529,530)
TF Monocytes Plt (531)
Protéines intra-particulaires
Cytokines/chimiokines
IL-1p Diverses Diverses (507-509,532)
RANTES/CCLS Plt Endothéliales (510)
Facteurs de croissance
VEGF Plt Endothéliales (511,512)
Tumorale Endothéliales (514)
bFGF Plt/Tumorale Endothéliales (511,512)
PDGF Plt Endothéliales (512)
Protéases
MMP Tumorale MEC (514)
EMMPRIN Tumorale MEC (513)
Caspase-1 Monocytes SMCs (533)
Récepteur nucléaire
PPARy Plt Monocytes (534)
Molécules de signalisation
SOCS macrophages Cellules épithéliales (439)
Acides nucléiques
ARNm Diverses Diverses (515,517)
miARN Diverses Diverses (516,520,535,536)
Lipides
PS Diverses Diverses (479,498,500,537)
AA Plt Diverses (524)
PAF Diverses Plt et autres (525)
Cholestérol Diverses Diverses (523),(522)
Pro-résolvines Neutrophiles Macrophages (526)

Abréviations : CCR, Récepteur aux chimiokine a motif C-C ; CXCR, Récepteur aux chimiokine a motif C-X-C ; EGFR, Récepteur
au facteur de croissance endothélial (Endothelial Growth Factor Receptor) ; CMH, Complexe Majeur d’Histocompatibilité ; TF,
Facteur Tissulaire (Tissue factor) ; RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted) ;CCL, chimiokine
a motif C-C; PS, Phosphatidylsérines ; AA, Acide Arachidonique ; PAF, Facteur d’activation plaquettaire (platelet activating
factor) ; PBMC, Cellules mononucléées du sang périphérique (Peripheral Blood Mononuclear Cells) ; MEC, Matrice Extra
Cellulaire ; Pit, Plaquettes ; EOC, (Early Outgrowth Cells) ; SMC, Cellules de muscle lisses (Smooth Muscle cells). Adapté des
références (503) et (538).
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III. Microparticules et pathologies inflammatoires

Etant donné leur composition complexe a 1’origine de fonctions variées, les MP ont été tres étudices
pour leur implication dans les processus physiologiques (ex : homéostasie tissulaire (511,512),
défense de 1’organisme (539), régulation de la coagulation....) et pathologiques (ex : inflammation,
thrombose...). Le potentiel pathologique des MP est li¢ a leur contenu et capacité a initier et
entretenir une réponse inflammatoire. L’initiation de la réponse inflammatoire a ét¢ décrite comme
induite par la reconnaissance de motifs moléculaires associés a des pathogenes (PAMP) ou aux
dommages des tissus de ’organisme (DAMP). Ces motifs moléculaires peuvent étre délivrés sous
forme de vésicules extracellulaires, dont les MP. Il a par exemple été observé que des bactéries
pouvaient sécréter des vésicules extracellulaires contenant des facteurs de virulence ou des motifs
reconnaissables par des récepteurs de I'immunité innée : les TLRs (Toll Like Receptors) (539,540).
Les DAMP associés aux vésicules extracellulaires sont nombreux et peuvent initier et entretenir une
réponse inflammatoire. C’est le cas pour les vésicules issues de I’apoptose cellulaire contenant des
acides nucléiques (407). Ces DAMP pourront initier une réponse inflammatoire directement apres
reconnaissance par les cellules immunitaires, ou former des complexes immuns apres reconnaissance
par des anticorps (541). Ces DAMP pourront avec les cytokines inflammatoires entretenir une
réponse immune pouvant déboucher a une inflammation chronique et une circonstance pathologique.
Pour illustrer la complexité de la distinction des différents types de vésicules extracellulaires, citons
un travail ou I’activité IL-1a est retrouvée plutot au niveau des corps apoptotiques issus des cellules
endothéliales stressées que des MP dérivées des mémes cellules endothéliales apoptotiques (542).
Une évolution du taux de MP dans différents prélévements biologiques a été révélée dans des

circonstances pathologiques diverses (Tableau 8).
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Tableau 8 - Pathologies pour lesquelles le nombre de MP est modifié au niveau sanguin ou dans d’autres liquides biologiques
(le liquide céphalorachidien, LCR). La liste n’est certainement pas exhaustive.

Pathologies Phénotype MP Prélevement Niveau Référence
Syndrome  coronarien PMP, EMP Sang 1 (543,544)
aigué
Insuffisance cardiaque EMP Sang 1 (545)
congestive
Attaque ischémique PMP, EMP Sang 1 (546,547)
Maladie artérielle PMP Sang 1 (548)
périphérique
Athérosclérose LMP, PMP, EMP, Sang, il (549-553)
EryMP plaques (554,555)
Thromboembolie EMP Sang 1 (556)
veineuse
Diabéte de type 1 PMP, EMP Sang 1 (557)
Rétinopathie Diabétique PMP, EMP, PtrMP, 1
MGMP
Pré-éclampsie PMP, EMP, LMP, Sang 1 (558)
EryMP
Vascularite PMP, EMP, LMP Sang 1 (559-561)
Lupus Erythémateux PMP, EMP, LMP Sang tet] (562-565)
Systémique
Psoriasis PMP, EMP, LMP Sang 1et|* (566-568)
Polyarthrite Rhumatoide = PMP, LMP, MonoMP  Liquide Synovial ; Sang 1 (541,563,56
5,569-572)
Syndrome des PMP, EMP Sang 1 (573,574)
antiphospholipides
Sepsis PMP, EMP, LMP Sang 1 (575)
Schizophrénie EMP, LMP LCR 1 (576)
Sclérose amyotrophique EMP, LMP LCR 1 (467)
latérale
Cancers variés PMP, TMP, TF"MP Sang 1 (577,578)
Syndrome de Sjogren PMP, LMP Sang 1 (563)
Sclérodermie PMP, EMP, LMP Sang 1 (579)
Thrombopénie  induite PMP Sang il (580)

par I’héparine

Abréviations : *signifie apreés traitement. EMP (Endothelial cell derived MP) ; PMP (Platelet derived MP) : Microparticules
plaquettaires ; ExyMP (Erythrocytes derived MP) : Microparticules dérivées des Erythrocytes ; PtrMP (Photoreceptor derived
MP) : Microparticules dérivées des photorécepteurs; MGMP (Microgderived MP) : Mocroparticules dérivées de la microglie ;
LMP (Leukocyte derived MP) : Microparticules leucocytaires. TMP (Tumor derived MP) : Microparticules Tumorales.
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1. Athérosclérose
L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique de la paroi artérielle qui se caractérise par
la formation d’une plaque d’athérome. Cette derniére a une composition qui évolue au cours du
développement de la maladie. Le processus de formation est largement décrit comme étant dii a un
fort taux sanguin de cholestérol (principalement sous forme de LDL), une activation de
I’endothélium conduisant au dépot de matrice extracellulaire, des infiltrats de cellules immunitaires et
I’accumulation de lipides. Lors de son développement, il y a rétrécissement de la lumicre artérielle.
La plaque d’athérome peut devenir instable et se rompre pouvant entrainer une embolie artérielle ou
veineuse déclenchant un événement cardiovasculaire telle qu’une attaque ou un infarctus du
myocarde. L’excés de LDL est sujet a une dégradation et agrégation au sein de la paroi vasculaire
(122). L’activation des cellules endothéliales se traduit par une augmentation de I’expression de
molécules d’adhérence, telles que ICAM-1 (intercellular adhesion molecules), les sélectines P et E,
augmentant ’adhérence et la transmigration de monocytes qui se différencieront en macrophages
(122,581). L’activation de ces derniers entrainera la sécrétion de cytokines inflammatoires (IL-6, IL-
8 et MCP-1), entrainant le recrutement d’autres cellules immunitaires (dont des lymphocytes T et B)
(582,583). L’environnement inflammatoire peut entrainer la mort des cellules musculaires lisses
(SMC), pouvant contribuer a la formation du cceur nécrotique de la plaque recouvert d’une couche
fibreuse ou la matrice extracellulaire rigidifie la structure (584). La prolifération et la migration des
SMC ont également été décrites comme pouvant contribuer au développement de la plaque, assumant
un role de production de matrice extracellulaire, collagéne, cytokines et protéases (585,586), et
pouvant faire office de support a la calcification des étapes ultérieures (587). Ce processus de
remodelage impliquant la présence d’un tissu fibreux fin recouvrant un corps nécrotique épais,
couplé avec le stress cellulaire 1ié¢ a la circulation sanguine et 1’érosion de 1’endothélium peuvent
causer l’instabilit¢ de la plaque pouvant conduire a sa rupture et au processus de thrombose
(588,589). Ce dernier stade implique I’activation des plaquettes circulantes entrainant la machinerie

de coagulation (590).
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Du fait de I’activation/apoptose des cellules endothéliales, des leucocytes, des SMC et des plaquettes,
il est attendu que 1’athérosclérose soit associée a une augmentation du nombre de MP issues de ces
cellules. Cette augmentation a été observée par plusieures équipes au niveau sanguin (549-552), ainsi

qu’au sein des plaques d’athéromes (554,555), (Figure 21).
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Figure 21 - Développement de la plaque d'athérome.
Les cellules endothéliales dans une zone de turbulence du flux sanguin deviennent perméables aux LDL, qui vont pouvoir
s’oxyder une fois présents dans I’intima. En réponse a I’activation, I’expression des molécules d’adhérence (ICAM et VCAM) a
la surface des cellules endothéliales est augmentée, favorisant le recrutement et infiltration de la paroi vasculaire par des
cellules immunitaires (dont les monocytes, les polynucléaires neutrophiles et les DC [pour rappel : un chapitre décrit le role des
PDC dans ’athérosclérose et la plaque d’athérome, voir Figure 17). Les monocytes se différencieront en macrophages, puis en
cellules spumeuses avec ’accumulation des lipides. L’environnement inflammatoire entrainera I’activation et I’apoptose des
cellules endothéliales, a ’origine de la sécrétion de microparticules endothéliales (EMP). Les macrophages participent a
Pinflammation par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Ces processus, en combinaison avec la migration des cellules
des muscles lisses et de la production de collagénes et de tissu fibreux, entrainent le développement de la plaque d’athérome.

Adapté de la référence. (591). Abréviations : EC (endothelial cells) : Cellules endothéliales ; EMP (Endothelial cells derived
MP) : MP Endothéliales ; ICAM-1, Intracellular adhesion molecule 1 ; VCAM, Vascular cell adhesion molecule.

LDL

Comme cité ci-dessus, les MP peuvent étre constituées de nombreux composés actifs (protéines,

lipides, acides nucléiques) leur permettant de moduler la réponse cellulaire.

Le TNF-a (cytokine inflammatoire impliquée dans I’athérosclérose (592)) induit ’expression des
molécules d’adhérence, sélectine E, VCAM-1 et ICAM-1 par les cellules endothéliales. Le TNF-a est
par ailleurs un puissant inducteur de la vésiculation, et donc de la production d’EMP. L’utilisation
d’un anticorps bloquant cette cytokine permettait de prévenir ces effets (593). Plusieurs équipes ont
démontré que le taux d’EMP étant significativement plus élevé chez des patients souffrant de maladie
de Dlartére coronaire symptomatique (594-596). De plus, le contenu en miARN des EMP a été
démontré comme significativement modifié¢ chez ces patients (597). L’activation de monocytes et de
macrophages entrainait la sécrétion de MP contenant les miARN miR-150 et miR-223, stimulant
respectivement la prolifération des cellules endothéliales et la réponse inflammatoire (598,599).
Alors que I’augmentation des EMP plasmatiques semble transitoire lors du développement de la
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maladie, il a ét¢ observé une augmentation des LMP sanguines chez les patients présentant une
plaque instable (600), faisant des LMP un marqueur de progression de la maladie. Les taux de MP
ont également ¢ét¢ démontrés comme pouvant étre diminués lors de différents traitements cardio-
protecteurs, faisant de ces MP un biomarqueur potentiel de I’efficacité thérapeutique. Cependant
’effet direct du traitement sur la production de MP ou sur le niveau de cholestérol reste a élucider

(Tableau 9).

Tableau 9 - Effet des traitements des maladies cardiovasculaires sur le taux de microparticules plasmatiques.

Drug used Effect on microparticles

EMP PMP LMP MMP

Statins

Ang Il receptor blockers - l

Calcium channel blocker
Aspirin

Clopidmogrel

Digoxin

Abréviations : EMP (Endothelial cells derived MP) : MP endothéliales; PMP (Platelets derived MP) : MP plaquettaires ; LMP
(Leucocyte derived MP) : microparticules leucocytaires ; MMP (Monocytes derived MP) : microparticules monocytaires. Adapté
de la référence (591)

Il a été observé que les EMP pourraient diminuer la vasorelaxation de 1’endothélium en inhibant

I’effet de I’oxyde nitrique, via la formation de radicaux libres (601).

Les PMP ont également ét¢ observées comme augmentées dans 1’athérosclérose. Elles refletent
I’activation plaquettaire (548,602). Les PMP peuvent se fixer sur les cellules endothéliales,
permettant le recrutement de plaquettes activées sur le site inflammatoire (603). Des PMP générées
selon différents stimuli entrainent 1’expression d’ICAM-1 et la sécrétion de cytokines
inflammatoires, telles que I’IL-1p, I'IL-6, et I'IL-8, favorisant le recrutement de monocytes et des
polynucléaires neutrophiles (524). Les PMP ont aussi un effet pro-athérogénique par 1’induction

d’hyperplasie des SMC vasculaires (604).

L’analyse des MP présentes dans les plaques d’athérome a révélé une proportion majoritaire de MP
leucocytaires, suivie des MP érythrocytaires (EryMP), issues des SMC et enfin endothéliales. Aucune
différence de composition de ces MP n’a été observée entre les patients asymptomatiques et
symptomatiques. Ces MP possédaient une activité pro-coagulante avec 1’expression du TF, et la

capacité de générer de la thrombine in vitro (554). Ces observations suggeérent une activité pro-
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thrombotique de ces MP lors de la rupture de la plaque d’athérome. De plus, les EryMP peuvent
servir de substrat a la phospholipase A2 sécrétée (sSPLA2), produisant de ’acide lysophosphatidique
(LPA) (605), un lipide a activité thrombotique et pro-inflammatoire préalablement démontré comme
s’accumulant au sein des plaques d’athérome (606). D’autres activités ont été imputées aux MP
présentes dans les plaques d’athérome telles qu’une activité métalloprotéinase impliquée dans la
dégradation de la matrice extracellulaire (facilitant la transmigration de leucocytes,(607)) ou la
sécrétion de TNF-a (par TACE/ADAM17) (608). Ces MP présentes dans les plaques favoriseraient la
formation de néo-vaisseaux, I’augmentation de molécules d’adhérence et donc le recrutement de
leucocytes circulants (609). Des MP générées en culture a partir de monocytes ou d’explants
aortiques murins en présence de cholestérol augmentent I’adhérence et le recrutement des leucocytes
sur les cellules endothéliales, par activation de NF-kB et induction d’ICAM-1 dans ces derniéres
(610). II est cependant important de noter que des LMP auraient aussi des activités anti-
athérogéniques. Des MP circulantes contenant des épitopes spécifiques de I’oxydation (ex :
phospholipides oxydés) peuvent avoir un effet athéro-protecteur par la fixation d’immunoglobulines
naturelles (IgM), prévenant I’activation inflammatoire des monocytes (611). Des MP issues de
lymphocytes T apoptotiques exerceraient un effet antioxydant par la diminution de la production de

ROS et en prévenant I’apoptose des cellules endothéliales (612).

Les MP de différentes origines cellulaires ont été associées a I’athérosclérose. Les mécanismes
impliquant ces derniéres sont multiples. Une meilleure connaissance de ces mécanismes permettrait

de prévenir des événements cliniques, ainsi que d’apprécier I’efficacité d’une réponse thérapeutique.

2. Autres maladies inflammatoires : Les maladies auto-immunes
Etant donné le potentiel pro-ou anti-inflammatoire des MP, plusieurs études se sont intéressées a
I’implication des MP circulantes ou présentes dans les sites inflammatoires dans différentes
pathologies inflammatoires, notamment les maladies auto-immunes. Les principales MP circulantes
chez le sujet sain sont les MP d’origine plaquettaire, suivies de celles dérivées des globules rouges
(613). Une augmentation de MP de différentes origines a ét¢ retrouvée dans des pathologies auto-
immunes systémiques, telles que la sclérodermie, la polyarthrite thumatoide (PR), le syndrome de
Sjogren, le lupus érythémateux systémique (LES), le psoriasis ou encore les vascularites (541,559—
561,563,565,566,568,570-572,579,613). Les MP plaquettaires sont retrouvées €élevées dans toutes les
pathologies citées. Mais, il peut aussi s’agir des MP endothéliales dans le psoriasis, les vascularites et
la sclérodermie ; des MP dérivées des leucocytes dans le syndrome de Sjogren, la PR et le psoriasis.

Certaines études apportent plus de précision quant a I’origine leucocytaire avec des MP issues des
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polynucléaires neutrophiles dans les vascularites, les monocytes dans la PR et la sclérodermie ou les

lymphocytes T dans cette derniére pathologie (554-556, 560, 563,565-567, 574,608—611).

Comment intégrer cette augmentation des MP dans ces pathologies auto-immunes? Nous
n’évoquerons pas dans les détails leur role dans I’effet pro-coagulant, mais nous nous intéresserons

principalement & leur réle immunologique.

Les MP, de tailles variables retrouvées dans le liquide synovial de patients atteints de PR, peuvent
représenter une source d’auto-antigénes et fixer les auto-anticorps formant des complexes immuns
pouvant €tre impliqués dans la physiopathologie de cette maladie. Ceci a notamment été observé avec
les MP de grande taille (700-3000 nm) (541). Il a également été observé des MP faisant office
d’auto-antigenes dans le LES et ayant la capacit¢ de fixer les auto-anticorps pour former des
complexes immun (614-617). Enfin, dans un modele murin de diabéte de type I, les MP générées par
apoptose de cellules d’insulinome (pour mimer les MP issues des cellules p sécrétrice d’insuline)
induisent une réponse T autoréactive (618). Les MP sont donc impliquées dans le transport des auto-

antigeénes et éventuellement le déclenchement des réponses auto-immunes.

Les MP peuvent également étre impliquées dans la physiopathologie de ces maladies par leur
capacité¢ a augmenter la réponse inflammatoire et perturber la résolution de I’inflammation. La
dégradation du tissu cartilagineux dans la PR est considérée comme le résultat de la sécrétion
d’enzymes dégradant la matrice extracellulaire par les fibroblastes. Or, cette sécrétion a été
démontrée comme pouvant étre stimulée par des MP dérivées de leucocytes (619). Les MP présentes
dans le liquide synovial stimulent la sécrétion de cytokines et chimiokines (dont IL-6, MCP-1, IL-8 et
RANTES) par les synoviocytes, augmentant le recrutement des leucocytes dans la zone
inflammatoire (570). Un taux élevé de PMP plasmatiques et dans le liquide synovial a également été
observé chez les patients atteints de PR. Ces derniéres montrent une activité pro-coagulante et pro-
inflammatoire (563,569,620,621). Les MP peuvent exercer différentes actions pro-inflammatoires par

les composants bioactifs qu’elles véhiculent (Tableau 7).
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IV. Conditions d’utilisation des microparticules pour leur -caractérisation

fonctionnelle
Comme nous I’avons vu, les MP peuvent étre générées durant 1’activation ou I’entrée en apoptose des
cellules. De plus, leur profil se distingue par les marqueurs de surface ainsi que leur contenu en
fonction du signal d’induction. Ce profil peut donc étre spécifique du contexte pathologique
considéré, et la caractérisation des MP circulantes peut servir de biomarqueur, accessible de maniere
non invasive (par prélévement sanguin) du développement et de la réponse thérapeutique d’une
pathologie donnée (622). Ceci ne fait pas I’objet de ce manuscrit. Cependant, il est important d’avoir
a Desprit que la caractérisation du profil des MP peut étre trés variable en fonction : de la technique
de préparation des échantillons, d’isolement/purification, et d’analyse (sensibilité et accessibilité des
techniques) (474). Nous nous limiterons ici a illustrer les principales techniques de préparation et

d’analyse fonctionnelle

1. Préparation spécifique des échantillons
Bien que I’ultracentrifugation soit suffisante a la préparation des échantillons pour une caractérisation
morphologique ou phénotypique (expression de protéines membranaires), le chevauchement des
caractéristiques physiques des vésicules extracellulaires (EV) rend leur utilisation en étape simple

peu performante (Figure 22).
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Figure 22 - Chevauchement des propriétés physiques des vésicules biologiques.
Adaptée de la référence (623).

Cependant, plusieurs méthodes pouvant étre utilisées de maniére séquentielle permettent un bonne
purification : La séparation sur gradient de densité (624), par immuno-fixation (625), ou encore par
chromatographie d’exclusion de taille (406). Bien que des échantillons de MP aient montré des
contaminations par des complexes immuns (626), les risques de contamination sont plus importants
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pour les échantillons dont la préparation comporte une ultracentrifugation a grande vitesse (>100000
g, nécessaire aux exosomes) ou pas d’étape d’ultracentrifugation (406) pouvant entrainer la

précipitation d’agrégats protéiques (627) ou de lipoprotéines.

2. Analyses fonctionnelles
Certaines fonctionnalités biologiques des microparticules peuvent étre directement appréciées. C’est
le cas pour D’activité pro-coagulante basée sur 1’exposition de PS ou TF, ou la génération de
thrombine. Ls techniques permettant d’accéder a ces informations consistent a I’immobilisation des
microparticules dans une plaque 96 puits d’ELISA au fond de laquelle de I’AnxV (pour le test PS) ou
un anticorps anti-TF est fixé. L’activité des MP issues du plasma sera alors évaluée apres lavage, par
ajout de facteurs FXa, FVa et FII en présence de Ca®" (test PS), ou FVIIa et FX pour le test de

’activité TF. L’activité spécifique du TF est controlée par un anticorps anti-TF.

D’autres techniques moins standardisées permettent d’accéder a I’activité inflammatoire des MP par
ajout direct sur des cellules en culture. Différents parameétres inflammatoires des cellules pourront
alors étre mesurés (expression de marqueurs spécifiques, prolifération, production et sécrétion de

cytokines...) (327,628,629).

De maniere arbitraire et en référence a la littérature, nous avons utilisé¢ le terme MP (suspension
enrichie en MP). Mais, nous sommes conscient de I’hétérogénéité¢ de la suspension (vésicules

extracellulaires avec principalement des MP).
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TRAVAUX PERSONNELS

Chapitre I. Objectifs du travail de these

Pourquoi s’intéresser aux Liver X receptors (LXR) dans les PDC et leur contrepartie leucémique les

LPDC ?

Les LXR sont des récepteurs nucléaires exprimés sous deux isoformes dans 1I’organisme. L’isoforme
LXRa présente une expression restreinte aux cellules impliquées dans le métabolisme lipidique et du
cholestérol (dont les hépatocytes, adipocytes et les macrophages). En revanche, 1’isoforme LXRp a
une expression ubiquitaire (104). L’expression et la fonctionnalité des récepteurs LXR dans les PDC
n’ont pour ’heure pas été décrites. Cependant, certaines pistes laissent penser que ces récepteurs
LXR pourraient moduler les fonctions des PDC et des LPDC. Dans les ¢cDC, il a été décrit que
’activation des LXR inhibait la production de cytokines inflammatoires via 1’inhibition de NF-xB
(80). Cet effet est retrouvé aussi avec les macrophages (152,171). Dans ces cellules phagocytaires
professionnelles, il a été décrit que les corps apoptotiques induisaient 1’activation des récepteurs
LXR. Ceci avait pour effet d’augmenter I’expression du récepteur aux phosphatidylsérines (PS)
Mertk augmentant ainsi la prise en charge des corps apoptotiques par les macrophages, et finalement
inhibant la réponse inflammatoire via ces récepteurs LXR (152). Une autre étude a démontré que
I’activation de Mertk augmentait 1’expression des LXR dans des macrophages, permettant
I’inhibition de la réponse inflammatoire (630). L’effet anti-inflammatoire de la stimulation de Mertk
par des corps apoptotiques avait également été démontrée dans des cDC comme inhibant la voie NF-
kB (333). Les PDC peuvent internaliser des MP qui, comme les corps apoptotiques, exposent les PS
les MP (327,407). Notre premier objectif a ét¢ de déterminer si les récepteurs LXR pouvaient étre
impliqués dans la prise en charge des MP et pouvaient induire un effet anti-inflammatoire. Pour cela,
nous avons comparé¢ deux types de MP, issues de cellules d’origine différente et aux propriétés
inflammatoires distinctes : les MP d’origine plaquettaire isolées a partir de volontaires sains et des
MP produites in vitro a partir d’une lignée de cellules endothéliales, déja caractérisées dans notre
laboratoire comme activant la production de cytokines inflammatoires par les PDC (327). Dans ce
travail, nous sommes restés focalisés sur la réponse innée des PDC avec la production de cytokines,

la voie de signalisation NF-kB et I’étude de I’internalisation des MP.

Les récepteurs LXR ont été initialement décrits comme impliqués dans ’homéostasie du cholestérol.

Leur activation conduit a une diminution de la capture du cholestérol exogene par la dégradation des
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récepteurs LDLR et VLDLR (631,121), I’'inhibition de la synthe¢se du cholestérol (133), et
I’augmentation de I’efflux du cholestérol par les transporteurs ABCA1/ABCG1 (104). Les cellules
malignes présentent une dérégulation de I’homéostasie du cholestérol pouvant associer : une
augmentation de la capture du cholestérol exogéne par surexpression et/ou maintien de I’expression
des récepteurs LDLR et VLDLR (175,176), une augmentation de la synthése du cholestérol (175),
ainsi qu’une diminution de I’efflux du cholestérol (632). Cette augmentation du cholestérol
intracellulaire disponible pourrait permettre la formation de membrane plasmique nécessaire a la
prolifération cellulaire. Dans ce cadre, 1’activation des récepteurs LXR représente une approche
thérapeutique intéressante (discutées dans la revue (186)). Notre second objectif a donc ét¢ de
déterminer si la dérégulation du métabolisme du cholestérol (incluant des geénes cibles de LXR)
pouvait €tre associée a I’agressivit¢é de cette leucémie se traduisant par une signature
transcriptomique distincte d’autres leucémies. Nous nous sommes intéressés a 1’activation basale des
LXR dans les LPDC, ainsi qu’aux effets induits par un traitement par des agonistes LXR dans ces
cellules. En vue d’une application thérapeutique, nous avons restreint notre étude a I’effet
antiprolifératif et cytotoxique de ces composés in vitro et in vivo dans un modele murin de
xénogreffe. Nous avons étendu notre étude a I'interaction des LXR et les voies de signalisation

contribuant a I’agressivité des LPDC/BPDCN.
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Chapitre II. Resultats

Etude 1 : Implication des LXR dans I’internalisation de microparticules par les PDC, et
dans la réponse inflammatoire induite.

Dans les cellules phagocytaires, il a été observé que les LXR étaient impliqués dans 1’internalisation
de dérivés cellulaires (les corps apoptotiques) et la régulation de la réponse inflammatoire (152). Les
PDC sont décrites comme ayant une capacité plus restreinte d’endocytose/phagocytose que les Mp et
cDC. Cependant, des études ont montrées qu’elles pouvaient prendre en charge des dérivés
cellulaires produits lors de I’apoptose et de I’activation des cellules : les microparticules (MP)
(327,407). De maniéres intéressante, les PDC et les MP (principalement dérivées de cellules
endothéliales ou EMP) ont été conjointement observées dans des pathologies inflammatoires et auto-
immunes, dont 1’athérosclérose, le LES et le psoriasis. Une étude précédente de notre équipe avait
mise en évidence que des EMP contrairement aux MP dérivées de plaquettes (PMP) induisaient la
sécrétion de cytokines inflammatoires par les PDC (327). Les mécanismes impliqués dans ces effets
n’ont cependant pas encore été €lucidés. Les mécanismes décrits comme intervenant dans la
régulation de la réponse inflammatoire par les corps apoptotiques impliquent les récepteurs aux PS
(dont Mertk), les récepteurs nucléaires LXR et la régulation de facteurs de transcription impliqués
dans I’inflammation (dont NF-xB) (152). Comme les corps apoptotiques, les MP, appelées aussi
ectosomes, sont des vésicules constituées de « bouts » de membrane plasmique cellulaire, pouvant
étre produites lors de 1’apoptose et exposant des PS a leur surface, ainsi que des molécules dérivees
de leur cellules d’origine. Cependant, 1’expression et la fonction des LXR dans les PDC n’ont pas

encore été décrites.

Nous nous sommes donc intéressés a I’'implication des LXR dans la prise en charge des MP par les
PDC et la réponse inflammatoire qui en découle. Pour cela, nous avons dans un premier temps évalué
I’expression et la fonction (activité transcriptionnelle) des LXR dans les PDC. Nous avons utilisé des
PDC triées a partir de donneurs de sang et une lignée de PDC leucémiques, la lignée CAL-1. Nous
avons montré que les PDC expriment principalement I’isoforme LXRp et répondent a I’activation de
trois agonistes LXR (le 22-R-hydroxycholestérol [22RHC], le T0901317, et le GW3965) par la
surexpression des ARNm de genes cibles de LXR (srebpcl et abecal). Nous avons montré avec I’aide
de la lignée CAL-1 (pour laquelle nous n’avions pas de limite quant au matériel disponible pour
réaliser un Western blot) que les PDC exprimaient principalement I’isoforme LXRp et que la

protéine ABCA1 était augmentée par le traitement avec les agonistes LXR. Nous avons confirmé par
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microscopie confocale (moins exigeante en termes de nombre de cellules, donc applicable aux PDC)
cette augmentation de la protéine ABCA1 a la membrane des PDC issues de sujets sains, et stimulées
par les agonistes LXR. Nous avons montré que la voie LXR interfere plutot avec la voie TLR7 en
diminuant la sécrétion de cytokines inflammatoires (IL-6 et TNF) et la translocation de la sous-unité

de NF-kB, p65 (RelA).

Apres avoir vérifié la capacité de répression de la production de cytokines inflammatoires via
I’interférence avec la voie NF-xB des agonistes LXR, nous avons montré que la stimulation de la

voie LXR augmentait I’internalisation des MP par les PDC via le récepteur aux PS, BAII.

L’effet des EMP et PMP sur la réponse innée des PDC et la stimulation de la voie LXR a ensuite été
étudié. Apres avoir démontré que les PMP diminuaient la synthése de TNF et d’IL-8 par les PDC et
que cette diminution était d’autant plus importante que le nombre de PMP augmenté, nous avons
observé que les PMP stimulaient la transcription des genes cibles de LXR (Ixra, srebplc, abcal),
ainsi que hail. L’inhibition préalable de la voie LXR par I’antagoniste 22-S-Hydroxycholestérol
(22SHC) prévenait ces effets et restaurait une augmentation de la transcription du gene du TNF par
I’exposition aux PMP. Les PMP exercent donc des propriétés anti-inflammatoires sur les PDC en

activant la voie LXR.

Nous avons ensuite exploré la capacité des EMP connues exercant des fonctions pro-inflammatoires
a stimuler aussi la voie LXR. Contrairement aux PMP, I’incubation des PDC avec les EMP diminuait
la transcription des genes cibles de LXR. L’incubation préalable avec un agoniste de LXR GW3965
permettait la stimulation de la transcription des génes cibles de LXR. Nous avons montré que les
EMP activaient la voie NF-xB dans les PDC. En utilisant les PDC et la lignée CAL-1, ainsi que
I’agoniste LXR GW3965, I’agoniste de TLR7 R848 et I’inhibiteur de NF-kB JSH-23, nous avons pu
montrer qu’il existait une opposition entre la voie LXR et celle de NF-kB avec une dominance de la
voie NF-kB qui inhibait la voie LXR. Ce mécanisme d’inhibition de la voie LXR par I’activation de

celle de NF-«B s’applique aux EMP.

En conclusion, la voie de signalisation engagée par les MP (LXR ou NF-kB) conditionne la réponse

des PDC (anti-inflammatoire avec les PMP ou pro-inflammatoire avec les EMP).
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Innate immune responses play a critical role in atherosclerosis progression. Beside the well-
known implication of macrophages,1 plasmacytoid dendritic cells (PDC) emerge as cells present
in atherosclerotic lesions that may participate to or regulate atherosclerosis.2 These cells can
exert both pro- and anti-inflammatory functions.3 This is the case of other cellular messengers,
namely microparticles (MP),4 also implicated in atherosclerosis.4 Depending on their cellular
origin, MP could either activate or inhibit PDC inflammatory responses.5 However, signaling
pathways involved in these PDC responses remain to be identified. As membrane-derived by-
products, MP after internalization can be a source of intracellular cholesterol derivatives,6 that
trigger liver X receptors (LXR).7 LXR are nuclear receptors regulating innate immune
responses,8 including cell-derived by- product internalization, such as apoptotic bodies9 that
belong together with MP to extracellular vesicles. Here, implication of the LXR pathway in MP

engulfment by PDC and the subsequent PDC inflammatory responses were investigated.

Human PDC were isolated by magnetic cell separation (Diamond PDC isolation Kit Il, Miltenyi
Biotec) from blood of healthy donors after the signature of informed consent and were stimulated
with 3 different LXR agonists (22-R-Hydroxycholesterol [22RHC], T0901317 and GW3965), LXR
antagonist 22-S-Hydroxycholesterol (22SHC, Sigma Aldrich), MP or toll-like receptor (TLR)7
ligand, R848 (1 pg/ml), or TLR9 ligand, CpG-ODN2216 (class A CpG-containing
oligodeoxynucleotides [ODN], 2 umol/L)(Invivogen). Endothelial-derived MP (EMP) were isolated
from a TNF-a-stimulated endothelial cell line and platelet-derived MP (PMP) from platelet
concentrate supernatants of healthy donors as described in Supplemental Methods. Microparticle
size (using Megamix plus™ microbeads, BioCytex), count (using Cytocount® microbeads,
Dako) and phenotype (CD31, CD41, CD235a expression or Annexin V [AnxV] staining), were
determined by cytometry (Navios cytometer with the CXP software, Beckman Coulter). PDC
expression of CD123, BDCA-2/CD303, BAI-1 (brain-specific angiogenesis inhibitor-1) and
intracellular TNF-a as well as detection of eFluor® PDC after incubation with eFluor-labeled MP
were determined by cytometry (FACS Canto Il cytometer with the DIVA 6.1 software, BD
Biosciences). Unconjugated monoclonal antibodies and their control isotypes were used to block
BAI-1 or detect CD123, ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A1) and phosphorylated NF-xB
subunit RelA (pRelA) after staining with a fluorochrome-conjugated anti-lg secondary antibody
(Life Technologies). Fluorescent images were acquired on an Olympus FV1000 confocal
microscope and analyzed with Olympus FV-viewer software. Culture supernatants were collected
after PDC treatment to measure the following cytokines: TNF-a, IL-6 and IL-8 (DIAplex technology,
Diaclone), or interferon (IFN)-a (Platinum ELISA kit, eBioscience). Expression of LXR target
gene, cytokine or endocytic receptor mRNA was assessed by quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR) using either the Power SYBR Green PCR

113



Master Mix or Tagman Universal Buffer |l (Applied Biosystems) on a CFX96 Real-Time

System (Biorad). An expanded methods section is available in Online Supplementary Appendix.

Freshly isolated PDC were treated with either LXR agonists (T0901317, GW3965, 22RHC) or
LXR antagonist (22SHC) for 24 hours, and expression of LXR target genes (srebp7c and abca1)
was assessed by qRT-PCR. 22SHC inhibited srebp7c mRNA expression, while LXR agonists
increased both srepb1c and abca? mRNA (Figure 1A), suggesting LXR pathway activation in
PDC. LXR (/xra and Ixrb) isoform mRNA expression was assessed by qRT-PCR in freshly
isolated PDC. Preferential expression of the ubiquitous Ixrb isoform mRNA by PDC was
shown (Supplemental Figure 1). Increase expression of ABCA1 at protein level after LXR
agonist treatment was confirmed by induction of ABCA1 expression on PDC membrane, as

assessed by confocal microscopy (Figure 1B). In other immune cells, LXR activation has been

described to alter TLR stimulation,®™

and promote phosphatidylserine (PtdSer) positive
apoptotic body internalization.® We evaluated whether LXR stimulation modulates PDC
responses to TLR signaling. PDC were first treated with LXR agonists for 24 hours, and
stimulated with TLR ligands, R848 (TLR7) and CpG-ODN2216 (TLR9) for 18 hours. Secretion of
TNF-o and IL-6 was significantly reduced when PDC were pretreated with LXR agonists (Figure
1C). PDC CAL-1 cells expressed reduced intracellular TNF-o levels when pretreated with LXR
agonists before TLR7 stimulation (Figure 1C). However, LXR agonist pretreatment did not
affect TLR9-induced cytokine production by PDC (Figure 1C). In contrast to TLR9, TLR7
stimulation involves predominantly the canonical NF-kB signaling pathway in PDC."" Pretreatment
of PDC for 24 hours with LXR agonists, T0901317 or GW 3965 followed by R848 stimulation for
45 minutes decreased significantly pRelA staining analyzed by confocal microscopy (Figure 1D).
This demonstrates that the LXR pathway is fully functional in human PDC and its activation
inhibits TLR7- mediated NF-xB activation and pro-inflammatory cytokine secretion. This was
shown using three different LXR agonists, including GW3965 considered as a pure LXRo/B
agonist.” As described in macrophages or conventional DC,%' LXR triggering in PDC blocks
TLR signaling pathway. NF-xB inhibition by LXR triggering involves stabilization of a
corepressor/NF-kB complex in target gene promoter,® or prevention of NF-kB p50 subunit nuclear

translocation.'® Here, we observed an inhibition of RelA phosphorylation.

Despite PDC are not professional phagocytes participating to apoptotic cell/body removal like
macrophages (discussed in Ref.”®), PDC are able to internalize membrane-derived MP.° We
then evaluated the role of LXR in PtdSer-dependent MP internalization by PDC. After showing
that MP uptake by PDC was PtdSer-dependent using AnxV, we observed that LXR stimulation
significantly increased eFluor-labeled MP internalization by PDC (Figure 1E). T0901317 treatment
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showed a concentration-dependent upregulation of bai7T mRNA levels. The same effect was
obtained with the two other LXR agonists, while 22SHC did not change bai1T mRNA expression
(Figure 1F). Increased BAI-1 membrane expression on PDC was confirmed after T0901317 or
GW3965 treatment by cytometry (Figure 1G). Finally, blockade of BAI-1 using an anti-BAl-1
antibody significantly reduced MP uptake by LXR-stimulated PDC (Figure 1H). While LXR
activation in macrophages induces Mer-tk expression,” neither stabilin2, tim1, tim4 nor mertk
PtdSer receptor mRNA expression were modulated in PDC after LXR activation (data not shown).
Moreover, Mer-tk blockade in PDC has no effect (data not shown). Overall, LXR activation in
PDC significantly enhances MP uptake through upregulation of the Ptdser receptor BAI-1. This
was observed whatever the MP origin, EMP or PMP (Supplemental Figure 2).

Since MP contain potential cholesterol-derived LXR ligands,® we evaluated LXR activation in
PDC after MP co-culture. PMP or EMP were previously reported to exert anti- or pro-
inflammatory effects, respectively.” We confirmed here that PMP decreased TNF-a and IL-8
secretion in a PMP number- dependent manner (Figure 2A-B). Looking at the LXR pathway, we
observed a significant induction of LXR target gene (/xra, srebp-1c and abca?) and baif
transcription, while tnfa mRNA levels were significantly diminished in PDC depending again on
the number of PMP (Figure 2C). PDC pretreatment with the LXR antagonist 22SHC before PMP
addition tend to prevent LXR target gene expression upregulation while increased significantly
tnfa mRNA expression (Figure 2D). This identifies a novel anti-inflammatory mechanism of PMP:

the activation of LXR pathway.

EMP are endowed with pro-inflammatory properties.’ After having confirmed that TNF-o and IL-8
secretion were increased after EMP incubation, we observed that EMP induced NF-«B activation
in PDC associated with an increase of tnfa mRNA levels (Figure 3A). A downregulation of LXR
target gene (srebpic and abca?) transcription in PDC in an EMP number-dependent manner
was also observed (Figure 3B). This effect of EMP was prevented by the prior LXR activation and
associated with a significant decreased tnfa mRNA expression (Figure 3C). These data suggest
an inhibition of LXR pathway by NF-kB. To confirm this hypothesis, PDC CAL-1 cells were
treated simultaneously with the LXR agonist GW3965 and TLR7 ligand R848 in the presence of
the NF-«xB inhibitor, JSH-23 or not. R848 treatment downregulated LXR target gene expression
induced by GW3965, while JSH- 23 addition reversed totally this effect (Figure 3D). Thus, TLR
signaling pathway dominates LXR pathway and NF-kB blockade is sufficient to restore LXR
pathway activation. To translate this observation into EMP, freshly isolated PDC co-cultured
with EMP were simultaneously treated with JSH-23. While JSH-23 restored slightly the
increase of Ixra mRNA expression, we observed a reduction of il6 and tnfa mRNA levels,

statistically significant for tnfa mRNA (Figure 3E). Restoration of LXR pathway activation in
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response to EMP by NF-xB blockade was confirmed by increased ABCA1 membrane
expression, assessed by confocal microscopy (Figure 3F). Finally, PDC treatment with R848
simultaneously to PMP decreased significantly /xra mRNA expression induced by PMP and
increased iI6 mMRNA expression (Supplemental Figure 3). These results confirm the critical role of
NF- «B and LXR signaling pathway activation during MP engulfment by PDC, determining the pro-

versus anti-inflammatory response of these cells.

Overall, this study demonstrates a functional LXR pathway in PDC and a unique LXR/NF-xB
balance that controls the non-inflammatory versus inflammatory status of MP engulfed by PDC.
This remains to be confirmed in pathological settings. However, since increased circulating EMP
levels and pro- inflammatory PDC may be implicated in atherosclerosis, we may hypothesize that
NF-«B signaling dominates LXR pathway in this setting. Whether LXR activation could be a potential
therapeutic target in atherosclerosis and other pathologies involving PDC and EMP dysregulation®

9,14,15
)

(including lupus or psoriasis remains to be investigated.
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Figure 1: Stimulation of LXR pathway in PDC inhibits TLR7-induced NF-xB activation, pro-
inflammatory cytokine secretion and upregulates MP internalization via BAI-1.

A. Different LXR agonists, T0901317 (T09), GW3965 (GW), 22RHC or LXR antagonist 22SHC
were added (1 pM) to PDC from healthy donors for 24 hours and LXR target gene (srebpic,
abca1, Ixra [not depicted]) expression was assessed by qRT-PCR (n=7, meaning PDC isolated
from 7 different donors). B. Freshly isolated PDC were stimulated with 1 yM of T0901317 (TQ9) for
24 hours. Then, CD123 and ABCA1 cell surface expression was evaluated by confocal microscopy
analysis. Results from a representative experiment out of 3 using PDC from 3 different donors. C.
Freshly isolated PDC (left panels) or PDC cell line CAL-1 cells (right panel) were treated with 1 uM
of T0901317 (T09) or GW3965 (GW) for 24 hours, followed by a 18 hour stimulation using CpG-
ODN2216 (CpG, 2 uM) + R848 (1 pg/mL)(left panels), representing TLR9 and TLR7 ligand,
respectively or each ligand separately (right panel). Supernatants were then collected and
assessed for TNF-a and IL-6 by multiplex assays (n=5). Intracellular TNF-o. in CAL-1 cells were
also assessed by cytometry. Cumulated mean fluorescent intensity ratio (MFIR = MFI of treated
cells/MFI of untreated vehicle cells) are shown (right panel) as mean + S.E.M. of the 5 independent
experiments. D. Freshly isolated PDC were treated for 24 hours with 1 uM of GW3965 (GW),
followed by TLR7 ligand, R848 (1ug/mL) for 45 min. Phosphorylation of the NF-kB p65 (pRelA)
subunit and its cellular localization were evaluated by confocal microscopy analysis. Results from a
representative experiment out of 3 using PDC from 3 different donors. E. PDC were treated with 1
uM of T0901317 (T09) or GW3965 (GW), washed and cultured with eFluor-labeled MP for 4 hours
at a 1:40 PDC:MP ratio. MP uptake by PDCs was evaluated by measuring eFluor’ PDC by
cytometry (n=3). Left panel shows a representative experiment. Middle panel shows that MP
uptake required PdtSer/PdtSer receptor interactions since blockade of these interactions using
unlabeled Annexin-V (AnxV at 10 pg or 20 ug) incubated for 30 min with e-Fluor labeled MP
decreases the percentage of eFluor’ PDC (n=3). This shows that free eFluor released from MP
was not responsible for PDC labelling. Right panel: Cumulative data of 3 independent experiments
using LXR agonist-treated PDC from 3 different donors expressed as mean + S.E.M. are shown. F.
PDC were treated with increasing concentrations of T09 (0.1 uM, 1 uM or 10 uM) for 24 hours (left
panel) or LXR agonists, T0901317 (T09), GW3965 (GW), 22RHC or LXR antagonist 22SHC (1 pM)
and bai1 gene expression was quantified by gqRT-PCR (n=5). G. PDC were treated 24 hours with 1
MM of T0901317 (T09) and GW3965 (GW) and BAI-1 expression was assessed by cytometry (1
representative experiment out of 4, left panel). Numbers represents mean fluorescent intensity
(MF1). Data of 4 independent experiments using PDC from 4 different donors expressed as relative
PDC BAI expression obtained using the following formula [% of PDC stained with anti-BAI-1 mAb

after treatment]/[% of PDC stained with anti-BAl-1 mAb in vehicle condition], bold lines represent the
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mean of the 4 experiments (Mean + SEM,*p<0.05, Wilcoxon) (right panel). H. PDC were treated with
1 uM of T0901317 (T09) or GW 3965 (GW) for 24 hours. Then, cells were cultured for 1 hour with
neutralizing anti-BAl-1 antibody (a-BAI-1) or irrelevant control antibody (Ctrl Ab), before adding
eFluor-labeled MP for 4 h and analyzing by cytometry. (n=4). Dot plot from one experiment
representative of 4 (left panel). Cumulative data of 4 independent experiments expressed as mean
+ S.E.M. of eFluor” PDC are shown. Unless specified, all data were expressed as mean + S.E.M.
from n independent experiments. * p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.005, Mann-W hitney.
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Figure 2: Platelet-derived microparticles reduce PDC pro-inflammatory cytokine secretion
and stimulate LXR activation in PDC.

A Flow cytometric characterization and quantification of PMP. MP isolated from platelet
concentrates of healthy donors were characterized for PdtSer expression (annexin V [AnxV]
staining). In addition to confirm that PMP are derived from platelets and not red blood cells,
expression of CD31, CD41 and CD235a was assessed using Navios cytometer (Beckman
Coulter). PMP are positive for CD31 and CD41, while are negative for red blood cell marker
Glycophorin A (CD235a). Data was acquired with the CXP software, and analyzed with the
Kaluza 1.2 software (Beckman Coulter). Data from one representative experiment out of seven
independent productions of PMP. B Freshly isolated PDC were cultured with PMP at different
PDC:PMP ratio (i.e., without, 1/0; one PDC for 10 PMP, 1/10; one PDC for 40 PMP, 1/40; 1 PDC
for 80 PMP, 1/80) for 18 hours. Supernatants from PDC/PMP culture were then collected and
assessed for TNF-a and IL-8 using multiplex assays (n=7). C. LXR target gene (/xra, srebpic,
abcat), bai1 and tnfa mRNA ftranscripts were quantified by qRT-PCR (n=9). The last wash
supernatant of PMP preparation in an equivalent volume of PMP suspension was added to PDC
culture as control of Ixra and srebp1c mRNA transcript quantification (med. condition). D. PDC
were treated with the LXR antagonist 22SHC (1 uM) or vehicle (DMSO) for 24 hours. Then, cells
were washed and cultured with PMP at a 1:40 PDC:PMP ratio for 18 hours (PMP) or no PMP
(Untreated). LXR target gene (Ixra, srebpic, abcat), bai1 and tnfa mRNA transcripts were
quantified by qRT-PCR (n=4). Data from n independent experiment were expressed as mean %
S.E.M. * p<0.05, ** p<0.001,*** p<0.005, Mann-Whitney.
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Figure 3: NF-«xB triggering by EMP stimulation or TLR7 activation prevents LXR activation
in PDC.

A. Freshly isolated PDC were incubated with EMP at different PDC:EMP ratio (i.e., without, 1/0;
one PDC for 10 EMP, 1/10; one PDC for 40 EMP, 1/40; one PDC for 80 EMP, 1/80). Left panel:
Nuclear translocation of phosphorylated NF-kBp65 (pRelA) subunit was determined in PDC
cultured at a 1/40 ratio for 2.5 hours, by confocal microscopy. Nuclei were stained with DAPI. Of
note, EMP stimulation of PDC decreases also membrane ABCA-1 expression. Results from a
representative experiment out of 3. Middle panel: tnfa mRNA levels from PDC cultured with EMP
at the different ratio or with PMP (1/40 ratio) for 18 hours, were quantified by qRT-PCR (n=5).
Right panel: TNF secretion from PDC cultured with EMP at the different ratio or with PMP (1/40
ratio) for 24 hours, were quantified by multiplex assays (n=5 for EMP and n=3 for PMP). B. PDC
were cultured with EMP at different PDC:EMP ratio (i.e., without, 1/0; one PDC for 10 EMP, 1/10;
one PDC for 40 EMP, 1/40; one PDC for 80 EMP, 1/80) for 18 hours. LXR target gene (srebp1c,
abca1) mRNA transcripts were quantified by qRT-PCR (n=5). C. PDC were treated with the LXR
agonist GW3965 (1 uM) or vehicle (DMSO) for 24 hours. Then, cells were washed and cultured
with EMP at a 1:40 PDC:EMP ratio for 18 hours (EMP). Untreated PDC were used as control.
Expression of LXR target genes (/xra, abcaT), and tnfa gene were quantified by gqRT-PCR
(n=5). D. Cells from PDC cell line CAL-1 were treated with GW3965 (1 uM), R848 (1 pg/mL),
JSH-23 (JSH, 25 pM), or a combination of these treatments for 18 hours. LXR target gene (Ixra,
srebpic, abcal) mRNA transcripts were quantified by qRT-PCR (n=5). E. Freshly isolated PDC
were treated for 18 hours with the NF-kB inhibitor, JSH-23 (JSH), with or without EMP at a
PDC:EMP ratio of 1:40. Expression of LXR target gene (Ixra) and inflammatory cytokine (tnfa, il6
[not depicted]) gene mRNA was quantified by qRT-PCR (n=3). F. PDC were treated with the NF-
kB inhibitor JSH-23 (JSH) with or without EMP (at a PDC:EMP ratio of 1:10, EMP/1:10) for 2.5
hours. Membrane ABCA1 expression was analyzed by confocal microscopy (one representative
experiment out of 3 using PDC from 3 different donors). Data from n independent experiments

were expressed as mean + S.E.M. * p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.005, Mann-Whitney.
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Supplemental Methods

Cell isolation. Blood samples were collected from healthy donors after regulatory approval of
the French Ministry of Higher Education and Research (Ministere de 'Enseignement Supérieur et
de la Recherche, agreement number #AC-2015-2408, May 22" 2015). Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from healthy donors (EFS B/FC, Besangon, France) were isolated by
Ficoll gradient density centrifugation using Ficoll-Paque (Velizy- Villacoublay, France).
Plasmacytoid DCs (PDC) were isolated using Diamond PDC Isolation Kit (Miltenyi Biotec, Paris,
France) according to the manufacturer's recommendations. After isolation, PDC purity was
controlled by cytometry after CD123/BDCA-2 monoclonal antibody (mAb) staining (Supplemental
Table 1). The purity of isolated PDC was between 94 to 98%.

Cell culture. PDC isolated from healthy volunteers and the human leukemic PDC cell line CAL-1,"
obtained from Dr Maeda (Nagasaki University, Japan), were cultured in complete medium
consisting in RPMI 1640 Glutamax medium (InVitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented
with 10% (vol/vol) heat inactivated fetal calf serum (FCS) (Invitrogen) and 1% Penicillin-
Streptomycin (10000 U/mL, Life Technologies, Gaithersburg, MD). Culture medium was always
supplemented with recombinant human IL-3 (10 ng/mL, PeproTech, London, UK). Cells from
the human microvascular endothelial cell line (HMEC-1) were cultured in MCDB 131 medium
(InVitrogen) supplemented with 10% (vol/vol) heat inactivated FCS, 1% Penicillin-Streptomycin
(10000 U/mL), epidermal growth factor (EGF, 10 ng/mL, Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) and Hydrocortisone (3 nM, Sigma Aldrich).

Microparticle production and isolation. Microparticles derived from HMEC-1 (referred as, EMP)
were generated and isolated, as previously described.? Briefly, when HMEC-1 cells reached 80%
of confluence, TNF-a (50 ng/mL, PeproTech) was added and culture was performed for 24 h. Cell
culture supernatants were collected and cleared from detached cells and cell fragments by
centrifugation at 12009 for 5 min. Supernatant was then centrifuged twice at 150009 for 90 min
at 4°C. Pelleted EMP were resuspended in culture media and used immediately or stored
until 3 weeks at 4°C before use, as previously described.?

Platelet-derived microparticles (PMP) were isolated from platelet concentrates (EFS B/FC)
obtained from healthy donors after written informed consent. Platelets were removed by two
centrifugations at 2500g 15 min at room temperature (RT). Supernatants were collected and
ultracentrifuged twice (15000g, 90 min, 4°C) to isolate PMP that were used or stored in same
conditions than EMP.? Quantification of MP was performed by flow cytometry using a Navios
cytometer (Beckman Coulter, Villepinte, France), Megamix plus™ (BioCytex, Marseille, France) to
assess MP size and MP number was calculated on the basis of the known number of
Cytocount® beads (Dako, Trappes, France) added to the sample. Identification of MP was
performed after staining with fluorochrome-conjugated mAbs (Supplemental Table 1).
Expression of phosphatidylserine by MP was assessed by cytometry using FITC- conjugated
Annexin-V (AnxV, Beckmann Coulter).

Evaluation of plasmacytoid dendritic cell responses. Functional expression of LXR by human
PDC was assessed by using both LXR agonists (T0901317, GW3965° or 22RHC [22-R-
hydroxycholesterol]) or antagonist (22-S-hydroxycholesterol, 22SHC*) (Sigma Aldrich) and then,
by analyzing induction of LXR target genes (see below) or expression of LXR (/xra and Ixrb)
isoform mRNA, assessed by qRT-PCR (Figure S1). ABCA-1 protein expression was assessed
by confocal microscopy. Concentrations of LXR agonists or antagonist used were defined to avoid
PDC death as assessed by AnxV and 7-Aminoactinomycin D (7-AAD, BD Bioscience) staining
and flow cytometry. To assess the effects of LXR activation on innate PDC functions, freshly
isolated PDC were stimulated with LXR agonist/antagonist for 24 h, and then, by either Toll-like
receptor (TLR)7 ligand R848 (1 ug/ml, Invivogen, Toulouse, France), or TLR9 ligands, CpG-A (2
umol/L, ODN2216, Invivogen) for additional 6 h (for mRNA analysis) or 18 h for (protein analysis).
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To assess the effects of MP on PDC functions, EMP or PMP were added to PDC at different
PDC to MP ratio (1:10, 1:40, 1:80) for 18 hours. Maturation of PDC was assessed by expression
of maturation marker CD83 or costimulatory molecules by cytometry and cytokine production (at
protein levels by ELISA, multiplex assay or intracellular staining/cytometry and at mRNA levels by
transcript quantification). Internalization of MP by PDC was also assessed using labeled-MP (see
below). Prevention of NF-kB activation in PDC was performed using JSH-23 (25 puM, Sigma
Aldrich), a NF-kB p65 nuclear translocation inhibitor.”

Flow cytometry and antibodies. For PDC analysis, flow cytometry was performed with a
CANTO II cytometer (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) using the DIVA 6.1 software (BD
Biosciences). Fluorochrome-conjugated isotype control mAbs from the different mAb providers
were used. Monoclonal antibodies used for cytometry and other cytometry reagents are described
in supplemental table 1.

Cytokine production. Culture supernatants were collected from PDC after LXR ligand
stimulation (24 h) followed or not by TLR ligand (18 h), or after stimulation by EMP or PMP (18 h).
The multiplex DIAplex technology (Diaclone, Besangon, France) was used to measure the
following cytokines: TNF-a, IL-10, IL-6 and IL-8. The human IFN-alpha Platinum ELISA kit
(eBioscience SA, Paris, France) was used to measure IFN-a. The minimal detectable
concentrations were as follows: 1.7 pg/mL, 1.3 pg/mL, 1.4 pg/mL, 9.8 pg/mL and 15 pg/ml for IL-
10, IL-8, IL-6, TNF and IFN-a, respectively. Production of IFN-a, IL-6 and TNF-a by PDC was
also determined by flow cytometry and intracellular staining using anti- IFN-a, anti-IL-6 and anti-
TNF-a mAb, respectively (Supplemental Table 1). Brefeldin A (10 pyg/ml, Sigma Aldrich) was
added during the last 3 h before the end of activation with TLR ligands or MP. Staining was
performed according to the manufacturer's instructions on fixed and permeabilized cells
(cytofix/cytoperm Plus kit, BD Biosciences).

Microparticle internalization. Microparticle uptake was assessed by cytometry, as described.?
Microparticles (EMP or PMP) were labeled with either CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit
(Thermo  Scientific™, Fontenay-sous-Bois, France) or eFluor proliferation dye v450
(eBioscience) according to the manufacturers’ instructions, and then, incubated at different ratio
(see above) with freshly isolated PDC. Internalization was blocked before labeled-MP addition by
pre-incubation (30 minutes) of MP with unlabeled AnxV (BD Biosciences), or PDC pre-incubation
(1 hour) with either anti-BAI-1 mAb or anti-Mer-TK polyclonal antibody (R&D Systems, Lille,
France), control isotype irrelevant mAb or polyclonal antibody (R&D Systems). Effects of LXR
agonists on MP internalization were assessed by incubating PDC, with either T0901317 or
GW3965 24 h prior addition of labeled-MP.

Quantitative RT-PCR analysis. Quantitative RT-PCR analysis was used to evaluate functionally
LXR expression by measuring LXR-target gene expression (i.e., Ixra, abcal and srebpic) and
confirm the effects of LXR agonists or MP on LXR target gene, endocytosis receptor or cytokine
gene expression. Total RNA was extracted using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France).
One to 2 pg of RNA was reverse-transcribed into cDNA using the High Capacity RNA-to-
cDNA kit (Applied Biosystems, Saint Aubin, France). Then, cDNA were quantified by real time
RT-PCR using either the Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) or the
Tagman Universal Buffer Il (Applied Biosystems) on a CFX96 Real-Time device (Biorad,
Marnes-la-Coquette, France). Relative mRNA levels were determined using the AACt method.
Values were expressed relative to gapdh levels. The sequences of the oligonucleotides used are
described in supplemental table 2.

Confocal microscopy.
CAL-1 cells or freshly isolated PDC were incubated with LXR agonist for 24 h before CD123 and
ABCAT1 analysis. Phosphorylated NF-kB p65 (pRelA) analysis was performed after LXR treatment
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of PDC followed by R848 stimulation for 45 min. PDC stimulated with MP were directly stained for
ABCA1 or pRelA. Cells were collected in cold PBS solution, washed and immobilized onto glass
microscope slides by Cytospin’s centrifugation (1000 rpm, 5 min, RT). Then, cells were fixed
and permeabilized in a methanol bath (20 min at -20°C), washed 3 times and incubated,
overnight at +4°C, with the primary antibody (Supplementary Table 3). Slides were washed 3
times with 0.5% FCS/PBS solution, and incubated 1 h with Alexa fluor 555-conjugated Goat
anti-mouse IgG (H+L) or Alexa fluor 488-conjugated Goat anti- Rabbit IgG (H+L) antibody
(Supplementary Table 3). Slides were washed and mounted with Mounting Media with DAPI
(Sigma Aldrich). Fluorescent images were acquired on an FV1000 confocal microscope
(Olympus, Rungis, France) and analyzed with Olympus FV- viewer software.
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Supplemental Tables

Supplemental Table 1. Reagents used for cytometry analysis

mAbs directed against: Fluorochrome Providers Reference #
CD83 PE BD 556855
CD80 APC-H7 BD 561134
HLA-DR FITC Diaclone 857.031.010
CD40 PerCPCy5.5 BioLegend 334316
CD123 PE-Cy7 Biolegend 306010
BDCA2 APC Miltenyi Biotec 130-090-905
CD86 V450 BD 560357
IFN-a PE Miltenyi Biotec 130-092-601
IL-6 FITC Biolegend 501104
TNF-a PerCPCy5.5 eBioscience 45-7349-42
Navios Microparticle analysis
CD41 PE-Cy7 Beckman Coulter | 6607115
CD31 PE Beckman Coulter | IM2409
Glycophorin A (CD235a) PE-Cy7 Beckman Coulter | A71564
Annexin V FITC Beckman Coulter | 100406-02
Binding Buffer Beckman Coulter | 10045-01
Megamix Plus™ BioCytex 7802
CYTOcount® DAKO S2366
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Supplemental Table 2 Reagents for quantitative RT-PCR analysis.

SYBR Green Assay (Eurofins mwg/operon)

Target Sequence (5'->3’)
abca1 forward GCACTGAGAGATGCTGAAA
abca1 reverse AGTTCCTGGAAGGTCTTCAC

srebp1c forward GACATCGAAGACATGCTTCAGCT
srebp1c reverse GACATCGAAGACATGCTTCAGCT
Ixra forward ACTCGAAGCCGGTCAGAAA
Ixra reverse GAAGAAACTGAAGCGGCAAGA
Ixrb forward AGATGTTGATGGCGATGAGCA
Ixrb reverse TGCCTGGTTTCCTGCAGCT
gapdh forward ACATCATCCCTGCCTCTACTG
gapdh reverse ACCACCTGGTGCTCACTGTA

Gene Assay on demand reference # (Applied Biosystem)
il-6 Hs00985639 m1

tnfa Hs01113624 g1

bai1 Hs00181777_m1

mertk Hs01031973_m1

tim1 Hs00273334_m1

tim4 Hs00293316_m1

stabilin2 Hs00213948 m1

ifnat Hs00356648 s1

gapdh 4352934E
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Supplemental Table 3, Reagents used for confocal microscopy

Antibody against: Reference # | Providers
CD123 555642 BD Biosciences
ABCA1 NB400-105 Novus
Phosphor-S536 p65 (RelA) NF-kB subunit | 5583977 BD Biosciences
Alexa fluor 555-conjugated Goat anti- A21422 Life technologies
mouse IgG (H+L)

Alexa fluor 488-conjugated Goat anti-Rabbit | A11008 Life technologies

IgG (H+L)
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Supplemental Figures
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Figure S1. Freshly isolated plasmacytoid dendritic cells express preferentially the ubiquitous
isoform Ixrb mRNA.

Lxra and Ixrb mRNA levels were evaluated in freshly isolated untreated PDC by gRT-PCR. The
mRNA relative levels of PDC samples (n=24 and n=5 for Ixra and Ixrb, respectively) were compared to the
mean of HepG2 hepatoma cell line (a control for Ixra), PBMC or CAL-1 PDC cell line (n=4, n=4 and
n=12, respectively). PDC express lower levels of Ixra mRNA than HepG2 and similar levels of Ixr isoforms
than PBMC and CAL-1 cells.

% eFluor PDC

Figure S2. Stimulation of LXR pathway in freshly isolated plasmacytoid dendritic cells upregulates
microparticle internalization via BAI-1, whatever the microparticle origin.

PDC were treated with 1 uM of T0901317 (T09) or GW3965 (GW) for 24 hours. Then, cells were cultured
for 1 hour with neutralizing anti-BAl-1 antibody (a-BAlI-1) or control antibody, before adding eFluor-labeled
EMP or PMP for 4 h and analyzing by cytometry. (n=4 and 2 for EMP and PMP respectively). Cumulative

data of 4 or 2 independent experiments expressed as mean + S.E.M. of eFluor’ PDC are shown. *
p<0.05, ** p<0.01, Mann-Whitney.
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Figure S3: NF-kB triggering by TLR7 activation prevents platelet-derived microparticle-induced LXR
activation in freshly isolated plasmacytoid dendritic cells.

Freshly isolated PDC were treated for 18 hours with R848 (1 ug/mL), PMP at a PDC:PMP ratio of 1:40,
or with R848 plus PMP. Expression of LXR target gene (/xra) and inflammatory cytokine (il6) gene mRNA
was quantified by gRT-PCR (n=3). Data were expressed as mean = S.E.M. of 3 independent
experiments. * p<0.05, ** p<0.01, Mann-Whitney.
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2. Données complémentaires a I’étude
Parallelement a I’effet des agonistes LXR sur les PDC issues de volontaires sains, nous avons aussi
montré que la lignée LPDC CAL-1 répondait aussi a cette stimulation, avec I’induction de la
transcription des genes cibles de LXR (srebplc et abcal) et I'inhibition par 1’antagoniste 22SHC
(Figure 23).
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Figure 23 — Les cellules CAL-1 expriment un LXR fonctionnel

Les cellules CAL-1 ont été stimulées 24h avec différents agonistes LXR, T0901317 (T09), GW3965 (GW), 22RHC et
I’antagoniste 22SHC (tous a 1pM). L’expression des génes cibles de LXR (Ixra, srebplc et abcal) a été évaluée par qRT-

PCR. Résultats de 4 expériences indépendantes exprimés comme la moyenne + S.EM, * p<0.05, ** p<0.01, Mann-
Whitney.

Lorsque nous nous sommes intéressés a I’internalisation des MP par les récepteurs aux PS, nous
avons analysé par qRT-PCR I’expression des différents récepteurs en la comparant avec celle de
cellules phagocytaires : DC dérivées des monocytes et macrophages. L’expression des ARNm des
récepteurs est faible par rapport aux autres cellules analysées (Figure 24A). Contrairement a I’effet
observé de la stimulation de la transcription de bail par les agonistes LXR (Figure 1F de I’article),
’activation de la voie LXR dans les PDC n’augmentait pas 1’expression de I’ARNm de tim4 ou
mertk (Figure 24B). Nous avons aussi analysé I’expression de ces transcrits par la lignée CAL-1 et
’effet de la stimulation de la voie LXR ou son inhibition (Figure 24B). Bien que des variations
significatives soient observées, la lignée CAL-1 n’internalise pas les MP (Figure 24C). Enfin, nous
présentons les résultats concernant 1’absence d’effet du blocage de la voie Mertk sur I’internalisation

des MP marquées (Figure 24D), contrairement a ce qui est observé dans la Figure 1G-H dans I’article

avec le blocage de BAII.
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Figure 24 - Expression des récepteurs aux phosphatidylsérines et effet de la stimulation LXR sur les PDC et CAL-1

A. Des PBMC, monocytes (Mono), macrophages (Macro) et cellules dendritiques dérivées de monocytes (moDC), PDC provenant
de donneurs sains, ainsi que les cellules CAL-1 ont été évaluées pour leur expression de stab2, timl, tim4, bail et mertk par qRT-
PCR (n=3). B. Des CAL-1 (panel de droite) et des PDC (panel de gauche) ont été traitées pendant 24h avec les agonistes LXR
T0901317, GW3965 ou 22RHC, ainsi que I’antagoniste 22SHC pendant 24h. L’expression de bail, tim4, mertk a été évaluée par
qRT-PCR (n=5). C. Des PDC ou des CAL-1 ont été traitées pendant 24h avec T0901317 (T09), GW3965 (GW) ou le solvant
controle pour un volume équivalent a celui des agonistes (vehicle). Des MP marquées a I’eFluor ont alors été ajoutées a la culture
pour un rapport de 1PDC/40MP, 4 heures d’incubation. L’internalisation des MP par les PDC ou CAL a été appréciée par le %
de cellules fluorescentes, par cytométrie en flux (n=3 pour les CAL-1 et n=10 pour les PDC). D. Des PDC ont été traitées pendant
1h avec un anticorps bloquant de Mertk (Anti-Mertk) ou un anticorps contréle (Ctrl-Ab). Des MP marquées a I’eFluor ont alors
été rajoutées a la culture pour un rapport de 1PDC/40MP, 4 heures d’incubation. L’internalisation des MP a été évaluée par le
% de cellules fluorescentes

Les données représentent la moyenne des 4 expériences £ S.EM, * p<0,05 ; ** p<0,01, Mann-Whitney.
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Etude 2: Les Liver X receptor (LXR), comme nouvelle cible thérapeutique dans la
leucémie a cellules dendritiques plasmacytoides (BPDCN)

La BPDCN est une leucémie rare et agressive dérivée des PDC (415). Bien qu’une bonne réponse
aux chimiothérapies soit observée initialement, les rechutes sont fréquentes faisant intervenir des
cellules chimio-résistantes (633). De ce fait, la BPDCN est associée a un mauvais pronostic, avec une
survie globale moyenne allant jusqu’a 32 mois, quel que soit le traitement. A I’heure actuelle, il n’y a
pas de consensus sur la prise en charge thérapeutique des patients (421). Les cellules malignes sont
caractérisées par un défaut de "homéostasie du cholestérol (186). Effectivement, plusieurs types de
cellules cancéreuses présentent une augmentation de la capture du cholestérol exogene (via la
surexpression et le maintien a la membrane des récepteurs aux lipoprotéines, LDLR ou VLDLR)
(175,176), une augmentation de la biosynthése du cholestérol (175), ainsi qu’une diminution de
’efflux du cholestérol (632). Dans des progéniteurs hématopoiétiques murins, 1’efflux du cholestérol
inhibe la prolifération cellulaire, en réponse au facteur de croissance IL-3 (634). De maniére
intéressante, 1'[L-3 a ¢été décrit comme un facteur de survie des BPDCN in vitro (415).
Physiologiquement, I’homéostasie du cholestérol est régulée par les « Liver X Receptors » (LXR). Ils
sont capables de réduire I’entrée du cholestérol dans la cellule (par dégradation des récepteurs au
LDL et VLDL (631)), d’augmenter I’efflux cellulaire (via une augmentation de I’expression
d’ABCA1 et ABCGl, ainsi que de I’apolipoprotéine ApoE), mais aussi par inhibition de la synthese
de cholestérol endogéne (inhibition de FDFT1 et CYP51A1 entrainant I’inhibition de HMGCR).
(121,133,631,635). Les agonistes LXR ont révélé un grand intérét thérapeutique dans plusieurs
pathologies malignes, dont des leucémies (186). L’activation des LXR interfere avec de nombreuses
voies de signalisation impliquées dans la croissance cellulaire pouvant étre induites par des facteurs

exogenes.

Nous nous sommes donc intéressés au profil d’expression des génes impliqués dans le métabolisme
du cholestérol, régulés par LXR et du géne nfkb 1, dans 13 échantillons de BPDCN, en comparaison a
63 LAM, 32 LAL et 5 PDC issues de donneurs sains. Nous avons montré¢ par analyse
transcriptomique que les 13 BPDCN sont contigués dans I’arbre d’analyse. Ceci atteste d’une
dérégulation de I’expression des transcrits, traduisant une diminution de 1’expression des génes cibles
de LXR et une augmentation du gene vidir et nfkbl. Cette signature transcriptomique de BPDCN est
différente de celle des PDC. L’analyse génomique de ces échantillons de BPDCN ne montrait
cependant pas de mutation des génes codant pour les deux isoformes LXRa et LXRp. L’utilisation

d’agonistes LXR (T091317 et GW3965) nous a permis de montrer dans 3 lignées différentes de
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BPDCN (CAL-1, GEN2.2 et BES-1), ainsi que 5 échantillons de BPDCN issus de patients, une
augmentation de la mort cellulaire et une inhibition de la prolifération des BPDCN in vitro. Nous
avons validé par qRT-PCR que ces effets étaient associés a une augmentation des transcrits codant
pour les molécules d’efflux du cholestérol ABCA1 et ABCGI. De plus, nous avons observé une
augmentation de I’expression d’ABCA1 membranaire, ainsi que de I’efflux du cholestérol par les
cellules CAL-1. L’appauvrissement des cellules en cholestérol a ét¢ démontré dans des fibroblastes
comme inhibant la prolifération cellulaire par la régulation de 1’expression de la cycline D1 (636).
Cette protéine a également été décrite comme régulée par STATS (637). Nous avons montré ici que
’activation de STATS par I’'[L-3 dans les LPDC était inhibée par un prétraitement agoniste LXR. De
méme, les agonistes des LXR inhibaient la phosphorylation d’Akt, intermédiaire de signalisation
impliqué dans la survie cellulaire. L’analyse du profil d’expression génique a révélé une
surexpression du gene nfkbl, permettant la synthese de la protéine NF-kB pl105 (précurseur de la
forme active p50). La voie NF- kB a été décrite comme suractivée dans la BPDCN et participant a la
prolifération et la survie des cellules (422). Nous démontrons ici que les agonistes LXR inhibent la
voie NF-kB par inhibition de la transcription de nfkbl, une inhibition de la phosphorylation du
partenaire protéique p65 (RELA), ainsi qu’une inhibition de la translocation nucléaire des sous-unités

de NF-kB p65, p50 et cREL.

Une étude in vivo, utilisant un modele murin de xénogreffe de BPDCN nous a permis de démontrer
que les agonistes LXR diminuaient les infiltrats spléniques et médullaires par les LPDC, ainsi que de

prévenir la cytopénie induite par la leucémie.

En conclusion, les cellules de BPDCN montrent un profil spécifique de sous-activation de la voie
LXR. La stimulation de cette voie par des agonistes a montré une restauration de I’expression des
transcrits de certaines protéines (ABCA1/ABCG1) associée a un effet anti-leucémique in vitro et in
vivo, impliquant au moins 3 mécanismes distincts : ’efflux du cholestérol, I’inhibition de la

signalisation induite par I’IL-3 et de la voie NF-«B.

Ces résultats démontrent un effet thérapeutique des agonistes LXR dans la BPDCN.
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One Sentence Summary: Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm (BPDCN) exhibits a specific
gene signature with dysregulation of genes involved in cholesterol homeostasis that are normalized
by liver X receptor agonist treatment and associated with inhibition of BPDCN cell proliferation and
survival linked to increasing cholesterol efflux, inhibition of NF-kB activation and interference with
IL-3 signaling pathway.
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Abstract: Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm (BPDCN) is an aggressive hematological
malignancy with a poor prognosis that derives from plasmacytoid dendritic cells (PDC). No
consensus for optimal treatment modalities is available today and their full characterization is
emerging. We identified here a BPDCN-specific transcriptomic profile when compared to those of
acute myeloid leukemia and T-acute lymphoblastic leukemia, as well as the transcriptomic signature
of primary PDC. This BPDCN gene signature identified a dysregulation of genes involved in
cholesterol homeostasis, some of them being liver X receptor (LXR) target genes. LXR agonist
treatment of BPDCN cells restored LXR target gene expression and increased cholesterol efflux via
the upregulation of ATP Binding Cassette (ABC) transporters, ABCA1 and ABCG1. LXR agonist
treatment was also responsible for limiting BPDCN cell proliferation and inducing apoptotic cell
death. LXR activation in BPDCN cells was shown to interfere with three signaling pathways
associated with leukemic cell survival: NF-kB activation, as well as Akt and STATS phosphorylation
in response to the BPDCN growth/survival factor IL-3. These effects were increased by cholesterol
efflux stimulation through lipid acceptor, apolipoprotein Al. In vivo experiments using a mouse
model of BPDCN cell xenograft revealed a decrease of leukemic cell infiltration and BPDCN-
induced cytopenia after LXR agonist treatment. Overall, our data identify an unrevealed perturbation

of cholesterol homeostasis in BPDCN and a new potent therapeutic approach based on LXR agonists.
Introduction

Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm (BPDCN) is an aggressive malignancy derived from
plasmacytoid dendritic cells (PDC)(1). Currently, there is no consensus regarding the optimal
treatment modality. Most BPDCN patients exhibiting a very aggressive clinical course with limited
median overall survival from 9 to 32 months (2). After an initial response to treatment whatever the
chemotherapy regimens used, relapse quickly occurs and recurrent disease becomes generally
resistant to chemotherapy (3). BPDCN was recently classified by the World Health organization
(WHO) as a distinct entity in the group of “acute myeloid leukemia (AML) and related precursor
neoplasms” (4). However, extensive characterization of this malignancy is limited in terms of
ontogeny, phenotype and molecular profiling. Diagnosis overlap may exist with immature AML,
monoblastic and undifferentiated leukemia. Thus, a better understanding of this leukemia and new

therapeutic approaches are urgently needed.

Previous studies have identified a cholesterol metabolism dysregulation in malignant cells leading to

intracellular cholesterol accumulation (5-9). Intracellular cholesterol content is controlled by
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cholesterol entry, biosynthesis and efflux. Cholesterol entry is dependent on plasma lipoprotein
uptake (mainly low density lipoprotein [LDL] and very low density lipoprotein [VLDL]) through
their specific receptors LDLR and VLDLR, respectively. Thus, leukemic cells from myeloid origin
(AML and chronic myeloid leukemia [CML]) have been shown to increase LDLR expression (10),
and decrease LDLR degradation (11). Cholesterol efflux can involve the two ATP Binding Cassettes
(ABC) Al and G1 (ABCA1 and ABCG1, respectively) in association with apolipoprotein cholesterol
acceptors including apolipoprotein A1 [APOAT1] and apolipoprotein E [APOE], respectively, or
lipidated lipoprotein particles (such as, nascent HDL or HDL2) (12).

In myeloid leukemia cells, cholesterol biosynthesis was also increased (10), resulting in cholesterol
accumulation. Intracellular cholesterol content regulates critical functions in normal cells. For
instance, ABCA1/G1-induced cholesterol efflux has been shown to inhibit hematological progenitor
cell proliferation in response to IL-3 stimulation (13, 14). Interestingly, BPDCN cells express high
levels of IL-3 receptor (IL-3R) alpha chain (CD123), and IL-3 is involved in BPDCN survival (1,
16). Whether cholesterol homeostasis is dysregulated in BPDCN and may participate in its

aggressiveness or be harnessed for therapeutic purposes remains to be determined.

Liver X receptors (LXR) regulate cholesterol homeostasis and interfere with several signaling
pathways. These nuclear receptors are expressed as two isoforms, with the LXRf isoform being
ubiquitously expressed while LXRa expression is limited to cells with high cholesterol turnover, such
as hepatocytes or macrophages (16, 17). LXR pathway is activated by endogenous oxidized
cholesterol derivatives (such as oxysterols) or by synthetic agonist stimulation (e.g., T0901317 or
GW3965). LXR agonists are considered to be a treatment of different diseases (18). LXR activation
upregulates the expression of several genes involved in cholesterol homeostasis (called LXR target
genes), including: SREBF1, LXRA, ABCAI, ABCGI1 or APOE. These three latter genes encode
proteins involved in cholesterol efflux. LXR stimulation induces expression ABCA1 and ABCGlI
(18), as well as APOE that promotes cholesterol efflux through ABCA1 in an autocrine manner in
macrophages (19). Moreover, LXR stimulation induces LDLR and VLDLR degradation (through
Inducible degrader of the low-density lipoprotein receptor, also called IDOL) (20), preventing
cholesterol uptake (20, 21). These mechanisms decrease intracellular cholesterol content. A previous
study from our laboratory demonstrated that LXR are functionally expressed in normal PDC and in a
leukemic PDC cell line (22). No data are available about the effects of LXR agonists on BPDCN and

whether this can be a therapeutic approach.
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The initial goal of this study was to determine whether BPDCN were characterized by a specific gene
signature based on genes involved in cholesterol efflux and uptake in comparison with other
leukemic cells (AML and T acute lymphoblastic leukemia [T-ALL]) and with normal PDC. Among
these genes involved in cholesterol homeostasis, some are LXR target genes and their expression
could be restored by synthetic LXR agonist treatment. The consequences of LXR activation were
assessed here in vitro with analysis of cell proliferation and survival as well as in vivo using mouse
model of BPDCN cell xenograft. For in vitro studies, we used freshly isolated primary BPDCN
samples, primary BPDCN cells derived from a BPDCN patient samples and a BPDCN cell line
derived from a patient and expanded in immunodeficient mice (referred thereafter BES1) and two
established BPDCN cell lines (CAL-1 and GEN2.2). Two LXR agonists were used: T0901317 and
GW3965 at different concentrations (1 uM - 50 uM), GW3965 being considered as a pure LXRof

agonist.
Results

A BPDCN-specific transcriptomic signature with a downregulation of genes involved in

cholesterol homeostasis allows the clustering of BPDCN samples.

Twelve primary BPDCN samples were analyzed by the Affymetrix mRNA microarray for the
expression of cholesterol homeostasis-related genes (LXRA, LXRB, ABCA1l, ABCGIl, APOE,
SREBF1, FASN, LDLR, and VLDLR) plus the NFKBI1 gene. These samples were compared with
other leukemia samples. While AML and T-ALL sample profiles were spread, BPDCN samples
clustered. The BPDCN transcriptomic profile showed a significant downregulation of two LXR
target genes encoding proteins involved in cholesterol efflux, ABCAI and ABCGI (ABCAI and
ABCGI respectively), as well as a downregulation of another LXR target gene SREBFI, and an
upregulation of the VLDLR gene. Moreover, we confirmed the previously identified NFKB1 gene
upregulation in BPDCN (Figure 1A and S1) (23). To validate that the difference of transcriptomic
profiles was independent of PDC cell lineage and was specific to PDC leukemic counterpart, a
similar experiment was performed using 5 mRNA samples of primary PDC. Again, a clustering of
BPDCN samples was observed, associated with a significant downregulation of LXR target genes
SREBF1, ABCGI while LXRA, VLDLR and NFKBI1 genes were upregulated (Figure 1B and S1).
Considering ABCA1 and ABCGI gene transcription in the two BPDCN cell lines available in our
laboratory and primary BPDCN BESI cells, we confirmed by real time quantitative RT-PCR (qRT-
PCR) a significant downregulation of mRNA levels compared to primary PDC samples (Figure 1C).
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Overall, these data identified a specific perturbation of cholesterol homeostasis-related gene

transcription in BPDCN.

LXR activation restores cholesterol homeostasis-related gene expression and induces

cholesterol efflux from BPDCN.

LXR activation induces cholesterol efflux through ABCAl and ABCGI in cooperation with
cholesterol acceptors, such as APOA1 and HDL2 (12, 18). Then, we investigated the involvement of
this mechanism in BPDCN cells using two synthetic LXR agonists, T0901317 and GW3965. First,
we determined the effect of LXR agonist treatment at lowest concentration (I uM) on ABCA1 and
ABCGI1 gene transcription in BPDCN cells. As shown in Figure 2A, LXR agonist treatment
increased significantly the mRNA transcription levels of ABCA1 and ABCGI genes in the 2 cell
lines (CAL-1, GEN2.2), as well as in primary BPDCN samples from 4 different patients. ABCAl
protein induction was confirmed on CAL-1 cells by Western blot analysis (Figure 2B), as well as on
one primary BPDCN sample and on CAL-1 and GEN2.2 cells by confocal microscopy (Figure 2C).
To attest that LXR-induced ABC transporters induce a cholesterol efflux from BPDCN cells, CAL-1
cells were pre-loaded with 3H-cholesterol for 24 hours and treated with either T0901317 or GW3965
for 24 additional hours. To investigate cholesterol efflux, we added to culture media lipid acceptors,
APOA1 or HDL2 for 4 hours. This enabled us to assess ABCA1- and ABCGI1-mediated efflux,
respectively (Figure 2D). Radioactivity was then measured by scintillation counting in media and cell
lysates. As shown in Figure 2E, LXR agonist treatment induced a significant increase of cholesterol
efflux in both conditions, but more intense in the presence of APOAIL. Using the free cholesterol
marker filipin, we confirmed by confocal microscopy a diminution of cholesterol content
—representative of a cholesterol efflux stimulation— in the two BPDCN cells lines (CAL-1 and
GEN2.2), after LXR agonist treatment for 24 hours, followed by APOAI treatment for 4 hours
(Figure 2F). Overall, LXR agonist treatment of BPDCN restores cholesterol homeostasis-related gene
expression and stimulates cholesterol efflux via ABCA1 and ABCGI.

LXR activation inhibits BPDCN cell proliferation and induces BPDCN apoptotic cell death.

Since LXR activation can regulate cell proliferation and survival (14, 24), we investigated the effects
of LXR stimulation on BPDCN cells. Cell proliferation was assessed only on the proliferating
BPDCN cell line, CAL-1. Cells were treated with increasing concentrations (1 uM, 5 uM, 10 uM) of
LXR agonists for 24, 48 or 72 hours. These concentrations are not cytotoxic without any significant

increase of AnxV+ CAL-1. Proliferation was assessed using cytometry on non-apoptotic cells
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(AnxV-/7AAD-) by fluorescent marker dilution. As shown in Figure 3A, LXR agonist treatment for
72 hours induced a sustained decrease of cell proliferation, significant for 10 uM of T0901317 and
GW3965 (p<0.001). Cell cycle phase analysis demonstrated that LXR agonists induced a G1 phase
retention and, in a slight manner, a G2 phase retention, while the proportion of cells in S phase was
decreased in a concentration- (5 pM and 10 uM) and time- (24 or 72 hours) dependent manner
(Figure 3B). These effects were statistically significant for 10 pM of treatment, for 72 h (p<0.05 and
0.01).

Then, we evaluated cell viability of the 2 established BPDCN cell lines (CAL-1, GEN2.2), the
primary BPDCN cells BES1 and 3 primary BPDCN samples isolated from 3 different patients
exposed for 24 hours to increasing concentrations of LXR agonists T0901317 or GW3965 (10, 30 or
50 uM). This was assessed by different readouts: AnxV/7AAD staining analyzed by cytometry,
caspase cleavage analyzed by Western blot and cytometry, as well as nucleus fragmentation after
DAPI staining by confocal microscopy. As shown in Figure 4A, LXR agonist treatment induced a
significant concentration-dependent cell death of CAL-1 cells for the concentrations higher than
10uM. LXR agonist (50 uM) treatment increased AnxV/7AAD staining of the other BPDCN cell line
GEN2.2, BPDCN cells BES1 and of two different primary BPDCN samples (Figure 4A-B).
Assessment of PDC marker CDI123/BDCA4 expression on the surviving cell population
(AnxV—-/7TAAD-) after LXR agonist treatment of a blood sample from a BPDCN patient revealed a
preferential decrease of BPDCN cell percentage (77% BPDCN cells vs. 30% and 42%, for vehicle-
vs. GW3965- and T0901317-treated samples, respectively) (Figure 4B). This suggests a specific
cytotoxic effect of LXR agonists on BPDCN cells. We investigated death mechanisms using CAL-1
cells treated with the same increasing concentrations of LXR agonists for 1, 6 or 24 hours. Caspase
activation was determined by Western blot analysis. As shown in Figure 4C, LXR agonist treatment
for 6 hours induced caspase-3 and caspase-9 activation. Caspase-9 cleavage suggests an intrinsic
apoptotic pathway. Apoptosis triggering was confirmed in CAL-1 and GEN2.2 cells by nucleus
fragmentation induced by 50 pM of GW3965 or T0901317 treatment for 6 hours, as observed by
confocal microscopy (Figure S2A). Intrinsic apoptotic pathway involvement was supported by pro-
apoptotic BAX and BAK1 gene upregulation in CAL-1, GEN2.2 cells and two primary BPDCN
samples after LXR activation (Figure S2B). Finally, to confirm apoptotic cell death after LXR
activation, GEN2.2 or primary BPDCN cells isolated from a patient were treated with 50 uM of
T0901317 or GW3965 for 6 hours, and a sustained caspase-3 and -9 activation induced by LXR
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agonists was confirmed by cytometry analysis (Figure 4D). Overall, these data indicate that LXR

agonist treatment induces a significant apoptotic cell death of BPDCN.

LXR activation interferes with two BPDCN survival pathways: the IL-3-induced signaling

pathways and NF-kB activation.

Since LXR activation inhibits both BPDCN proliferation (at least in the CAL-1 cell line) and survival
of BPDCN cell lines and primary samples, we wondered whether LXR stimulation would interfere
with the signaling pathways triggered by the BPDCN growth/survival factor, IL-3. Interaction of IL-3
with its receptor was shown to trigger STATS and Akt phosphorylation in different cell types.(25, 26)
These two signaling pathways were identified in the survival and proliferation of other leukemic cells
(27, 28). We observed that LXR agonist treatment at non-cytotoxic concentrations did not modulate
the expression of IL-3R chains, CD123 and CD131 (o and B chain, respectively) on CAL-1 and
GEN2.2 cells, as assessed by flow cytometry (Figure 5A). However, pre-treatment of CAL-1 cells
with increasing non-cytotoxic concentrations (1 — 10 uM) of LXR agonists significantly diminished
IL-3-induced STATS and Akt phosphorylation, as assessed by Western blot (Figure 5B). These
effects were confirmed by confocal microscopy in the two BPDCN cell lines, CAL-1 and GEN2.2,
treated with both LXR agonists (Figure 5C). Overall, these data demonstrated that LXR activation in
BPDCN cells inhibits STATS and Akt phosphorylation induced by the BPDCN growth/survival
factor IL-3.

We reported that BPDCN samples upregulated the NFKBI1 gene transcription compared to other
acute leukemia samples and normal PDC cells (Figure 1A-B). Since LXR stimulation can repress
NF-«B activation (22, 29), we investigated this effect and its involvement in BPDCN cell death. We
first investigated the effect of NF-«kB inhibition on BPDCN cell death. CAL-1 cells were treated with
increasing concentration of the NF- kB inhibitor, JSH-23. We observed a significant increase of
BPDCN cell death, assessed with AnxV/7AAD staining and analyzed by flow cytometry (Figure
6A). Then, we assessed the effect of LXR agonist on NF-kB subunit coding gene (NFKB1 and P65)
transcription by qRT-PCR analysis. For this, CAL-1, GEN2.2, BES1 cells or primary BPDCN
samples from 4 different BPDCN patients were treated with 1 uM of LXR agonists (T0901317 or
GW3965) for 24 hours. We observed a decrease of NFKB1 mRNA levels in all LXR agonist-treated
BPDCN (significant for GEN2.2 and the 4 primary BPDCN samples, p<0.05), while P65
transcription was not modulated (Figure 6B). Confocal microscopy analysis demonstrated that LXR

agonist treatment markedly decreased the p65 NF-«kB subunit phosphorylation in CAL-1 and GEN2.2

145



cell lines (Figure 6C) , suggesting another regulatory mechanism. Western blot analysis of CAL-1
cells pretreated with LXR agonists (T0901317 or GW3965, 1 uM) followed by a NF-«xB activator
(the TLR7 ligand, R848), demonstrated an inhibition of p50, p65 and c-Rel NF-xB subunit nuclear
translocation (Figure 6D). Overall, these data demonstrated that LXR stimulation in BPDCN cells
inhibits NF-kB activation at different levels: transcription, phosphorylation and nuclear translocation.
This may contribute to the cytotoxic effects of LXR agonist treatment on BPDCN, since BPDCN

cells were sensitive to NF-kB inhibitor-induced death.
Cholesterol efflux stimulation amplifies LXR activation-induced effects.

Cholesterol efflux (involving ABCA1/ABCG1) was shown to interfere with IL-3-induced
hematopoietic progenitor proliferation (13, 14). We reported above that LXR activation in BPDCN
interfered with the IL-3 signaling pathway. To investigate the contribution of LXR-increased
cholesterol efflux in these effects, CAL-1 and GEN2.2 cells were treated with LXR agonists at the
lowest concentration (I uM) for 24 hours. Then, cells were treated for 4 additional hours with
APOALI (10 pg/mL) followed by 30 minutes with IL-3 (10 ng/mL). As observed in Figure 7A,
addition of APOAIl on LXR-treated BPDCN cells markedly diminished STATS and Akt
phosphorylation. To confirm the involvement of cholesterol efflux in BPDCN cell death, CAL-1 cells
were exposed to increasing non cytotoxic concentrations (5 - 10 uM) of T0901317 or GW3965 with
increasing concentrations of the cholesterol acceptor APOA1, to promote cholesterol efflux. APOA1
increased significantly the cytotoxic effect of LXR agonists, while APOA1 alone had no effect
(Figure 7B). Overall, these data demonstrated that the stimulation of cholesterol efflux potentiates

LXR agonist-induced BPDCN cell death.

In vivo LXR agonist treatment prevents cytopenia and BPDCN spleen and bone marrow

infiltration.

To assess LXR agonist treatment efficiency in vivo, sub-lethally irradiated (2 Gy) NSG mice were
grafted with 1 million of CAL-1 cells, or not. After 7 days, mice were treated with two doses of LXR
agonist (T0901317 30 mg/kg or 60 mg/kg) or with vehicle, every 2 days until sacrifice. As shown in
Figure 8A, irradiation followed by CAL-1 cell injection induced a significant persistent decrease of
red blood cell (RBC) and platelet (PLT) counts, as well as hemoglobin (HGB) concentration, while
cytopenia is only transient in irradiated control mice. In contrast to untreated mice, T0901317-treated
mice receiving CAL-1 cells showed a significant prevention of cytopenia, observed for RBC counts

and HGB concentration (Figure 8A). Moreover, at sacrifice, a diminution of CAL-1 cell-induced
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splenomegaly was observed (Figure 8B). This data was supported by a potent decrease of spleen and
bone marrow BPDCN cell infiltration, as assessed by flow cytometry (Figure 8C). Overall, these data
provide the in vitro and in vivo demonstration of a therapeutic effect of LXR agonist on BPDCN
through, at least, 3 different mechanisms including signaling pathway regulation and cholesterol

efflux.
Discussion

Cholesterol homeostasis is tightly controlled by the LXR signaling pathway under physiological
conditions, and cholesterol is a critical component of plasma membrane supporting cell growth and
proliferation. This is well illustrated by the inhibition of hematopoietic stem cell proliferation
occurring after cholesterol efflux through ABC transporters and the lipid acceptor APOE (13, 14).
Here, we wondered whether BPDCN, an aggressive hematological malignancy, would exhibit a
dysregulated cholesterol homeostasis that could be restored by LXR agonist treatment. Indeed, we
identified a BPDCN-specific gene signature with a downregulation of several LXR target genes and a
perturbation of genes involved in cholesterol homeostasis. This BPDCN-specific transcriptomic
profile may lead to cholesterol accumulation within leukemic cells then responsible for high
proliferative/self-renewal properties. Upon activation with LXR agonists, LXR target gene
expression in BPDCN was increased and this treatment stimulated cholesterol efflux associated with
the inhibition of cell proliferation and survival. These two effects may be related to, at least, 3
mechanisms triggered by LXR activation in BPDCN, namely: an enhanced cholesterol efflux
reinforced by the addition of lipid acceptor APOAI, interference with the IL-3 signaling pathway,
and NF-kB inhibition. All these effects, excepted cell proliferation, were assessed in vitro in two
BPDCN cell lines, BDPCN cells after theirexpansion in immunodeficient mice and primary BPDCN
isolated form 7 different patients. A therapeutic effect of LXR agonist treatment was observed in
vivo in a xenograft model with inhibition of BPDCN cell infiltration and prevention of BPDCN-
induced cytopenia. These data highlight an unraveled perturbation of cholesterol homeostasis and
LXR activity in BPDCN. They also identify a new approach based on LXR agonists to treat this

aggressive hematological malignancy.

BPDCN exhibit a specific downregulation of LXR target genes ABCG1, ABCA1 and SREBFI,
suggesting a downregulation of LXR transcriptomic activity compared to AML and T-ALL, as well
as to their normal PDC counterpart. However, genes encoding the two isoforms of LXR (LXRA and

LXRB) showed similar expression levels when compared with other acute leukemia samples. LXRA
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transcripts were shown to be over-expressed in AML, probably in accordance with its myeloid origin
(30, 31). Yet, LXRA mRNA levels in BPDCN were upregulated in comparison with levels found in
normal PDC, while the ubiquitous LXRp isoform is mainly expressed at protein levels in the BPDCN
cell line CAL-1. This decrease of LXR target gene transcripts without any diminution of LXR gene
expression suggests that repression of LXR activity in BPDCN is not at the transcriptional level but
could result from a post-transcriptional regulation (18). While the precise mechanism remains to be
determined, one hypothesis for this decreased expression of LXR target genes is the constitutive
activation of NF-xB in BPDCN. This constitutive activation associated with transcription
upregulation of the NF-xB precursor NFKB1 (encoding p105, the precursor form of the p50 subunit
(32)) had already been reported in BPDCN (23). We reported recently that NF-xB activation in
normal PDC before LXR activation reduced the transcription of LXR target genes, ABCA1 and
SREBF1(22). This gene profile justifies the use of synthetic LXR agonists to restore LXR activities

in BPDCN as an anti-leukemic treatment.

LXR activation in BPDCN has several effects depending on the different concentrations of LXR
agonists. Restoration of LXR target gene expression and membrane ABCA1 expression as well as
stimulation of cholesterol efflux require lowest concentrations (1 pM), as reported for other murine
and human LXR-expressing cells (18, 34, 35). LXR agonists at concentrations between 5 - 10 uM
(ranges usually used in malignant cells, see (24, 36-38)) inhibit significantly the IL-3 signaling
pathway, NF-kB activation and BPDCN cell proliferation. LXR activation through agonist treatment
was reported in several hematological malignancies and solid tumors to inhibit cell proliferation (24,
36, 37, 39, 40). Proliferation was assessed in our study only with the highly proliferative CAL-1
BPDCN cell line, since GEN2.2 cell line needs murine adherent feeder cells to be amplified (40) and
freshly isolated primary BPDCN cells from patient samples do not proliferate and survive in culture
36-48 hours after isolation. BPDCN cell death was achieved for LXR agonist concentrations higher
than 10 uM, as reported for breast and colon cancer cells (41). We observed a significant cytotoxic
effect of LXR agonists on normal PDC at a concentration of 10 uM. This suggests that as frequently
reported for malignant cells, BPDCN are more resistant than their normal counterpart to cell death.
We identified an apoptotic cell death mechanism based on different features, namely: exposure of
phosphatidylserine at the external leaflet of plasma membrane, cleavage of the intrinsic pathway
caspase-9 and the executioner caspase-3, as well as nucleus fragmentation. This was observed for the
different BPDCN cell lines, as well as 3 different primary BPDCN samples (at points appropriate to

spontaneous apoptosis, i.e., less than 24 hours). Induction of the intrinsic apoptotic pathway by LXR
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agonist T0901317 was previously described in ovarian carcinoma cells (42). A significant increase of
BAX and BAKI transcripts (encoding the pro-apoptotic proteins, BAX and BAK1) were detected in
LXR-treated BPDCN, supporting the implication of intrinsic apoptotic pathway after LXR activation.
LXR-induced cell death in breast cancer cells demonstrated to implicate BAX upregulation and be
dependent on cholesterol efflux through ABCG1 (42). We report here that addition of lipid acceptor
APOAT1 responsible for cholesterol efflux via ABCAI leads to decrease LXR agonist concentrations
required to induce cell death from 30 - 50 uM to 5 uM and 10 pM for GW3965 and T0901317,
respectively. A synergistic effect of APOA1-stimulated cholesterol efflux on LXR activation is also
observed for inhibition of Akt and STATS phosphorylation. Overall, LXR stimulation in BPDCN
exerts an anti-leukemic effect that can be enhanced by increasing cholesterol efflux. This confirms

the potent cytotoxic effect of cholesterol starvation.

Our study confirms constitutive NF-kB activation in BPDCN cells (23). NF-kB was shown to
promote G1 to S cell cycle phase transition through cyclin D1 regulation (43), thus increasing cell
proliferation. We reported here an inhibition of CAL-1 BPDCN cell proliferation induced by both
LXR agonists. This was associated with G1 cell cycle phase arrest. LXR activation in BPDCN
inhibits NF-kB signaling pathway at three different levels: transcription of the NF-xB precursor
NFKBI, p65 phosphorylation and nuclear translocation of the p50, p65 and cRel subunits. Inhibition
of p65 translocation by the JSH-23 inhibitor is sufficient to induce BPDCN cell death. Thus,
inhibition of NF-kB in BPDCN may be involved in the anti-proliferative and cytotoxic effects of
LXR agonists.

IL-3 is a survival factor for BPDCN (1, 15)and these leukemic cells are characterized by a high
expression of CD123 (44). Therapeutic strategies to treat BPDCN propose to interfere with this
pathway (25, 45, 46). Here, we explore how LXR activation and LXR-induced cholesterol efflux
interact with this pathway. Increased membrane cholesterol content in hematopoietic stem cells
secondary to ABC transporter deficiency results in increased cell surface expression of CD131,
explaining the increased proliferative response of these cells to IL-3 (14). We did not observe any
modification of CD131 and CD123 expression on BPDCN after LXR activation. However, IL-3-
induced Akt and STATS phosphorylation in BPDCN was inhibited by LXR stimulation. Preliminary
data show that STATSA or STATSB gene transcription is not repressed by LXR agonist treatment in
the 2 BPDCN cell lines and one primary BPDCN cells tested. These suggest that LXR signaling acts
predominantly at the phosphorylation step. STATS was reported to increase cell proliferation through

cyclin D1 induction and subsequent G1 to S phase transition (47) and we demonstrated that LXR
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activation in BPDCN inhibits both IL-3-induced STATS activation and progression in G1 phase of
the cell cycle. The addition of the cholesterol acceptor APOA1 (promoting cholesterol efflux)
enhanced the inhibition of STATS and Akt phosphorylation. This is in line with a previous report in

prostate cancer cells showing Akt inhibition by increased cholesterol efflux (37).

LXR agonist treatment of mice grafted with BPDCN cells prevents leukemia-induced cytopenia and
reduces BPDCN spleen and bone marrow infiltrations. To date, the development of LXR agonists in
the clinical settings has been hampered by unwanted systemic side effects, such as fatty liver disease
and LDL elevation (17). Efforts are currently performed to generate new synthetic agonists with
increased specificity for the LXRP isoform —expressed by BPDCN- to limit steatosis (18, 48), and/or
to stimulate LXR specifically in a target tissue (49, 50). Our study supports a new approach for
BPDCN treatment using these new synthetic LXR agonists.

Materials and Methods
Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm collection

Nineteen BPDCN samples were collected at diagnosis before any treatment. Informed consent was
obtained from each patient. Primary BPDCN cells were obtained from our national network that
collects data and cells (authorization number #DC-2008-713) from patients diagnosed in France since
2004. This study was approved by the local ethics committee (CPP Est II, Besancon, France).
BPDCN was diagnosed based on histopathology and immunostaining of cutaneous lesions, blood or
bone marrow samples according to the following reference (51). Data at diagnosis have been already
reported (44, 52).

Cell lines and culture

Two established (CAL-1 and GEN2.2) (40, 53), BPDCN cells (called BES1) isolated in our
laboratory from a patient diagnosed with BPDCN and expanded in NOD-SCID IL2Ryc-deficient
(NSG) mice (The Jackson laboratory, Sacramento, CA, USA) for 100 days and 7 BPDCN samples
from newly diagnosed patients were used for in vitro assays. Cells were cultured in RPMI 1640
glutamax medium (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% heat inactivated fetal
calf serum (Invitrogen), 1% penicillin/streptomycin (Life Technologies, Gaithersburg, MD) with two
LXR agonists (T0901317 and GW3965, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) or vehicle
(dimethyl sulfoxide, DMSO, Sigma-Aldrich).
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Transcriptomic analysis

Samples from 12 patients suffering from BPDCN, 65 AML samples (including different French-
American-British [FAB] subtypes: 25 M0, 11 M1, 10 M2, 1 M3, 11 M4, 6 M5 and 1 M6), (U837,
IRCL, Lille, France), 35 T ALL samples (U1151, Laboratoire d’Onco-Hématologie, AP-HP, Hopital
Necker-Enfants Malades, Paris, France) and 5 primary PDC (Available on GEO database, under
recording numbers: GSM705329, GSM705330, GSM705331, GSM705332, GSM705333) were
submitted to transcriptomic analysis using the GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 Array
(Affymetrix, Santa  Clara, CA). Data were analyzed using DChip software
(http://www.hsph.harvard.edu/cli/complab/dchip/). Analysis was based on the expression of LXR
genes (LXRA, LXRB), genes coding proteins involved in cholesterol efflux (ABCA1, ABCGI,
APOE), cholesterol uptake (LDLR, VLDLR), lipogenesis (SREBF1, FASN) plus the NFKB1 gene
that can be trans-repressed by LxR (29). Some of these genes are LXR target genes (ABCAI,
ABCGI, APOE, FASN, LXRA, and SREBF1).

Quantitative Reverse Transcription PCR analysis

Quantitative RT-PCR analysis was used to measure the expression of LXR target genes (ABCAI,
ABCGI) and genes coding proteins involved in intrinsic apoptotic pathway (BCL2, BAK1, BAX).
Total RNA was extracted using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). Reverse-
transcription into cDNA was performed using the High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied
Biosystems, Saint-Aubin, France). Then, cDNA were quantified by real time RT-PCR using either
the Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) or the Tagman Universal Buffer II
(Applied Biosystems) on a CFX96 Real-Time device (Biorad, Marnes-la-Coquette, France). Relative
mRNA levels were determined using the AACt method. Values were expressed according to GAPDH

levels. The sequences of the oligonucleotides used are described in supplemental table 1.
Cholesterol efflux assay

CAL-1 cells were loaded with 50 mg/ml acetylated LDL and 1 mCi/ml [3H]-cholesterol
(PerkinElmer Life Science, Waltham, MA, USA) in RPMI 1640 medium supplemented with 0.2%
BSA (Sigma—Aldrich). After 24 h, the labeling medium was removed and cells were washed three
times with RPMI1640 medium containing 0.2% BSA, and then treated with LXR agonists (GW3965
and T0901317) at a final concentration of 1 M during 24 additional hours. Cholesterol efflux in the
medium was assessed in the presence of 20 mg protein/ml HDL2 (density = 1.063—1.125 g/ml,
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isolated from normolipidemic human plasma by sequential density ultracentrifugation) or APOAI
(Sigma-Aldrich), as cholesterol acceptors, or with no acceptor for 4 h. Radioactivity in the media and
total cell-associated radioactivity were determined by scintillation counting. The assays were
performed in triplicate (APOA1) or quadruplicate (HDL2). The percentage of cholesterol efflux was
calculated as follows: [3H]-cholesterol in medium/([3H]-cholesterol in medium + [3H]-cholesterol in
cells) x 100 and by subtracting cholesterol efflux of the wells under vehicle/DMSO conditions
without exogenous acceptors.(54) Data were confirmed in CAL-1, GEN2.2 cells and primary
BPDCN samples using Filipin (Sigma-Aldrich), a fluorescent probe to assess cellular cholesterol

content by confocal microscopy according to manufacturer’s instructions.
Analysis of cell death, cell proliferation and cell cycle by flow cytometry

Cytotoxic effects of LXR agonists on BPDCN cell lines or primary BPDCN cells were evaluated by
flow cytometry using Annexin-V and 7-amino actinomycin D (FITC-conjugated AnxV, 7AAD, BD
Biosciences, Le Pont de Claix, France) staining, or caspase -9 activation staining (CaspGLOW™
Fluorescein Active Caspase Staining Kit, eBioscience) according to manufacturer’s instructions.
Moreover, caspase 3 and caspase 9 cleavage in CAL-1 cells were evaluated by immunoblotting (as
described below). Nucleus fragmentation was evaluated by DAPI staining, and analyzed by confocal

MiCroscopy.

Proliferation was assessed by prior staining of BPDCN cells using Cell proliferation dye eFluor® 450
(eBioscience SA, Paris, France) followed by cytometry analysis. Antibodies against the following
receptors were used: CD123, CD131, CD304 (supplemental table 2) for IL-3 receptor expression or
BPDCN gating by cytometry. Flow cytometry was performed using a CANTO 1II cytometer (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) and DIVA 6.2 software (BD Biosciences). Cell cycle analysis was
performed after Propidium Iodide (PI) staining using a FC500 cytometer and CXP™ software for
acquisition, and WinCycle software for analyses (Beckman Coulter Immunotech, Miami, FL, USA).
Briefly, cells were fixed with ethanol 70% for overnight incubation at 4°C, washed then stained with

PI solution containing RNAse by overnight incubation at 4°C before analysis.
Analysis of protein expression and cellular signaling events by immunoblotting

Immunobloting was used to assess in the BPDCN line CAL-1, caspase activation, LXRa/p and
ABCAI1 protein expression, NF-kB activation, STATS and Akt phosphorylation after LXR agonist
treatment followed by R848 (1 pg/mL for 45 minutes) or IL-3 (10 ng/mL for 30 minutes) for NF-xB
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and STATS5/Akt staining respectively. Protein lysates were separated by Sodium Dodecyl Sulfate gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and transfered to PVDF membranes (Biorad). After incubation for 1.5
h at room temperature with 5% nonfat milk in Tris-buffered saline (TBS) 0.1% Tween 20 buffer
solution, membranes were incubated overnight with the primary antibody (supplemental table 2)
diluted in 1% nonfat milk in TBS-0.1% Tween 20 solution, washed, incubated with the secondary
antibody (supplemental table 2) for an additional 1.5 h at room temperature, and washed again before
revealed with the Clarity Western ECL reagent (Biorad) and analyzed using a camera CCD (Vilber-
Lourmat, Marne-la-Vallée, France). Plot intensity analysis was performed with Imagel application

(http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html).
Analysis of protein expression and cellular signaling events by confocal microscopy

CAL-1, GEN2.2 or primary BPDCN cells were incubated with LXR agonist (1 uM) for 24 h. Then,
cells were evaluated for expression of membrane molecules (CD123 and ABCAL), intracellular
signaling pathway components (phospho-p65, phospho-STATS, phospho-Akt), cholesterol
component (Filipin) and nucleus (DAPI), by confocal microscopy as previously described.(22) The

description of material used appears in supplemental table 2.
Mice and in vivo model

NOD-SCID IL2Ryc-deficient (NSG) mice (The Jackson laboratory, Sacramento, CA, USA) —bred in
our specific pathogen-free rodent facility (Agreement #D25-056-7)— were irradiated (2 Gy) and
inoculated intravenously 18 h later with 1x106 CAL-1 cells and treated intra-peritoneally 7 days later
with a total of 6 injections (repeated thrice each two days) of LXR agonist T091317 (0.6 or 1.2
mg/mouse/injection, total experimental dose 30 or 60 mg/kg respectively) or with DMSO/phosphate-
buffered saline (PBS) 50% only. Blood parameters including: hemoglobin (g/dL), red blood cells
(x109/L) and platelets (x109/L) (XN 10, Sysmex, Norderstedt Germany). As blood parameter
controls, we used irradiated mice that did not receive CAL-1 and were no treated (n=5). Mice were
examined daily for the overall activity and for the presence of tumoral syndrome, and sacrificed
whenever appropriate. These procedures were carried out in accordance with the guidelines for
animal experimentation according to an approved protocol (protocol 11007R, Veterinary Services for
Animal Health & Protection, issued by the Ministry for Agriculture, Paris, France). Quantification of
spleen and bone marrow infiltrated leukemic cells at sacrifice was determined by flow cytometry

using mouse CD45/human CD45/CD123/BDCA4 mAb (supplemental table 2) staining.
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Statel software 2.6 (Adscience, Paris, France). Data are
expressed as mean + S.E.M. and Mann-Whitney or Wilcoxon test was used to determine their

significance.

Supplementary Materials

Supplementary materials and methods:

Supplemental table 1. Primers used for quantitative RT-PCR analysis.

Supplemental table 2. Antibodies used for cytometry, immunoblotting and confocal microscopy
Supplementary figures

Fig. S1. A BPDCN-specific transcriptomic profile shows a basal cholesterol homeostasis-related

gene downregulation compared with the transcriptomic profile of AML, T-ALL and primary PDC.
Fig. S2. LXR activation in BPDCN induces apoptotic cell death.

Fig. S3. Constitutive NF-kB activation and IL-3 stimulation repress LXR target genes in BPDCN

cells.
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Supplementary Information

Materials and Methods

Supplemental table 1. Primers used for quantitative RT-PCR analysis.

SYBR Green Assay (Eurofins mwg/operon)
Target Sequence (5°->3")
ABCAI forward GCACTGAGAGATGCTGAAA
ABCAI reverse AGTTCCTGGAAGGTCTTCAC
ABCG] forward CAT CTC ACT GTG CAG GA
ABCGI reverse GTT GTT CAC CAG CTC CA
GAPDH forward ACATCATCCCTGCCTCTACTG
GAPDH reverse ACCACCTGGTGCTCACTGTA
Gene Assay on demand reference # (Applied Biosystem)
GAPDH 4352934E
BCL2 Hs00608023 m1
BAX Hs00180269 m1
BAK1I Hs00832876 gl
NFKBI Hs00765730 ml
P65 Hs00153294 ml
STATSA Hs00234181 ml
STATSB Hs00273500 m1
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Supplemental table 2. Antibodies used for cytometry, immunoblotting and confocal microscopy

Antibody against: Reference # Providers
Caspase-3 9662 Cell Signaling
Caspase-9 9502 Cell Signaling

Actine A5441 Sigma
Lamine B1 Ab16048 Abcam
Anti-Mouse HRP 515-035-062 Jackson Immuno Research
Anti-Goat HRP 805-035-180 Jackson Immuno Research
Phospho-Akt (Ser473) 4060 Cell Signaling
Phospho-STAT5 (Y694) 611964 BD Biosciences
Phospho-NF-kB P65 (S536) 558377 BD Biosciences
Purified anti-CD123 555642 BD Biosciences
Anti-lg mouse Af488 A11008 Lifetechnologies
Anti-lg Rabbit AF555 A21422 Lifetechnologies
PE-conjugated anti-human 130-090-533 _ o
Miltenyi Biotec
CD304 mAb AD5-17F6
Phycoerythrin-cyanin 7-
y. Y .y 306010 _
conjugated anti-human Biolegend
(clone 6H6)
CD123 mAb
PE anti-human CD131 306104
Biolegend
Antibody (clone 1C1)
Allophycocyanin-conjugated 559864
BD Biosciences
anti-mouse CD45 mAb (clone 30F11)
V500-conjugated anti-human o60777 o
BD Biosciences
CD45 mAb (clone HI30)
active caspase-9 88-7006-42 eBiosciences
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Figure 1: A BPDCN-specific transcriptomic signature with a downregulation of genes involved

in cholesterol homeostasis allows the clustering of BPDCN samples.

A. Transcriptomic analysis of 65 AML, 35 T-ALL and 12 BPDCN samples (highlighted in red, right-
hand side of the panel) was performed using an affymetrix U133-2 chip and Dchip software. B.
Transcriptomic analysis of the 12 BPDCN samples were compared with 5 primary PDC samples
performed using an affymetrix U133-2 chip and Dchip software. C. LXR target gene (abcal, abcgl)
transcripts were quantified by qRT-PCR in two established BPDCN cell lines, CAL-1 (n=7), and
GEN2.2 cells (n=4), as well as in a short term BPDCN cell line, BES1 (n=3). Levels of mRNA
expression were normalized on the expression of normal PDC. Results from n independent
experiments with each symbol representing an experiment (* p<0.05, **p<0.01, **** p<0.0001,

Mann-Whitney).
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Figure 2
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Figure 2: LXR activation restores cholesterol homeostasis-related gene expression and induces

cholesterol efflux from BPDCN.

A. BPDCN cell lines (CAL-1, GEN2.2, BESI) and blood samples from three patients diagnosed with
BPDCN (LPDC) were treated with 1 pM of LXR agonists, T0901317 (T09) or GW3965 (GW) for 24
h. ABCA1 and ABCGl mRNA levels were determined by qRT-PCR in CAL-1 (n=5), GEN2.2
(n=5), BESI cells (N=3) and in blood samples containing more than 60% of leukemic PDC (n=3).
Results were normalized for each sample on untreated cells (* p<0.05, **p<0.01,**** p<0.0001,
Mann-Whitney). B. CAL-1 cells were treated with 1 uM of T0901317 or vehicle control alone.
LXRa and LXRp isoform, as well as ABCAI protein expression were evaluated by Western blot.
The human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 was used as control and reference for LXRa
expression, while untreated CAL-1 lysates were used as reference for LXRp and actin expression.
Expression of LXR proteins was compared to actin expression. Results from one experiment out of 3
are shown. C. Primary BPDCN cells from one patient (LPDC#4) were treated with 1 uM of LXR
agonist T0901317 (T09) or GW3965 (GW) for 24 h. Expression of CD123 (as a BPDCN-specific
marker) and ABCA1 was assessed by confocal microscopy. Nuclei were stained with DAPI. D. This
cartoon represents the cholesterol efflux experiments. Cholesterol is excluded from cells through
ABCALI and/or ABCGI transporters. Lipid-poor APOA1 accepts cholesterol (yellow symbols) from
cells through ABCA1-mediated cholesterol efflux. This induces nascent HDL formation which then
accepts supplemental cholesterol loading via ABCG1-mediated efflux. Addition of HDL2 implicates
only ABCG1-mediated cholesterol efflux. Cartoon was adapted from reference (12). E. Cholesterol
efflux was assessed using [3H]-cholesterol-acetylated LDL-loaded CAL-1 cells treated with 1 uM of
T0901317 (T09) or GW3965 (GW) for 24 h. Cholesterol efflux was triggered by the addition of 20
ug/mL lipid-poor HDL2 (right panel, n=4) or 10 pg/mL of APOAI (left panel, n=3). Data were
expressed as percentage of cholesterol efflux (mean £ SEM of n experiments), as described in
Material and methods section (* p< 0.05, Mann—Whitney). F. Cholesterol content of BPDCN cells
was assessed after treatment with GW3965 (1uM) for 24 h followed by a 4 h incubation with
APOAT1 cholesterol acceptor (10 pg/mL). Cholesterol content was determined using filipin staining
analyzed by confocal microscopy. One representative experiment out of 3 for CAL-1 cells, and one
out of 2 for GEN2.2 cells is shown. LPDC represents data of a blood sample from one patient out of
two tested. The PDC marker CD123 allows identification of leukemic PDC in blood samples.
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Figure 3
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Figure 3: LXR activation inhibits BPDCN cells proliferation.

A. Left panel: Efluor-labeled CAL-1 cells were treated with increasing non cytotoxic concentrations
(1, 5 and 10 uM) of LXR agonists, T0901317 (T09) or GW3965 (GW) for 72 h. Cell proliferation
was assessed by eFluor dilution analyzed by flow cytometry. Histograms show one representative
experiment out of 10. Right panel: cumulative data from the 10 independent experiments are
expressed as relative proliferation (mean + SEM) with the vehicle condition being considered as
100%. Data depicted for LXR agonist treatment illustrate the highest concentration, 10 pM of
T0901317 (T09) or GW3965 (GW) (***p<0.001, Wilcoxon). B. Left panel: CAL-1 cells were treated
with 10 uM of T09, GW or Vehicle control for 24, 48 or 72 h. Cell cycle phase distribution was
assessed by cytometry (n=5). Right panel: cumulative data from 5 independent experiments are
expressed as percentage of cells in each cycle phase (mean = SEM) for the highest concentration of

LXR agonists 10 uM (*p<0.05, **p<0.01,***p<0.001, Wilcoxon).
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Figure 4
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Figure 4: LXR activation in BPDCN induces apoptotic cell death

A. Left panel: BPDCN cell lines (CAL-1, GEN2.2, BES1) and a blood sample from one patient
diagnosed with BPDCN (LPDC#2) were treated with increasing concentrations (10 — 50 uM) of LXR
agonists T0901317 (T09) or GW3965 (GW) for 24 h. Cell viability was assessed by AnxV and
TAAD staining and cytometry. Dot plots illustrate data obtained with cells treated with 50 pM of
LXR agonists, except for CAL-1 cells that were treated with 10 and 50 uM. Results from one
representative experiment out of 6 for CAL-1, one out of 4 for GEN2.2 cells and one sample out of 2
primary LPDC#2 samples tested. Right panel represents the percentage (mean + SEM from 6
independent experiments) of dead AnxV+ CAL-1 cells after LXR agonist treatment (* p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, Mann-Whitney). B. One freshly isolated PBMC sample obtained from a patient
diagnosed with BPDCN was treated with 50 uM of T0901317 (T09) or GW3965 (GW) for 24 h.
Cytometry dot plots represent the percentage of BPDCN cells (identified by CD123/BDCA4
staining) in the blood sample into the viable cell fraction (i.e., the AnxV—/7AAD- fraction). The
percentage of dead cells increases from 70% to 96 and 94% in vehicle-, T09- and GW-treated cells,
respectively. Of note, the percentage of viable BPDCN cells decreases from 77% to 30 and 42% in
the same treatment conditions. C. CAL-1 cells were treated with increasing concentrations of LXR
agonists, T0901317 (T09) or GW3965 (GW) for 6 h. Analysis of full length inactive (inact.) and
cleaved active (act.) forms of caspase-3 and caspase-9 was performed by Western blot. Expression of
these proteins was compared with actin expression. Results from 1 representative experiment out of
2. D. BPDCN cells (GEN2.2 and one primary BPDCN sample, LPDC#1) were treated with 50 uM of
T0901317 (T09) or GW3965 (GW), for 6 h. Caspase 9 activation on 7AAD negative cell fraction
(excluding late apoptotic and necrotic cells) were assessed by cytometry. Dot plots represent 1

experiment with GEN2.2 representative of 2, and 1 experiment for LPDC#1.
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Figure 5
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Figure 5: LXR activation in BPDCN cells interferes with IL-3 signaling pathway.

BPDCN cell lines CAL-1 and GEN2.2 were treated with 1 uM of LXR agonists T0901317 (T09) or
GW3965 (GW) for 24 h. A. Right panel: CD123 and CD131 expression were assessed by cytometry.
Histograms represent one representative experiment out of 4 (right panel). Left panel: cumulative
data of 4 experiments expressed as mean fluorescent intensity (MFI) £ SEM (left panel). B. CAL-1
cells were treated with increasing concentrations (1, 5 or 10 uM) of LXR agonists (T09 or GW) for
24 h, followed by 10 ng/mL of IL-3 for 30 minutes. Phospho-STATS (Y694), phospho-Akt (S473),
as well as unphosphorylated corresponding protein expression was assessed by Western blot,
expression of these proteins was compared with Actin. The vehicle condition was used as reference
for phosphor-protein and total protein expression. Results of 1 representative experiment out of 2. C.
Cells were treated with 1 uM of LXR agonists for 24 h. Phospho-STATS (Y694), and phospho-Akt
(S473) was assessed by confocal microscopy after IL-3 stimulation (10 ng/mL for 30 min). Results of

1 representative experiment out of 5 for CAL-1, 1 out of 3 for GEN2.2 cells.
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Figure 6: LXR agonist activation in BPDCN inhibits NF-kB activation.

A. CAL-1 cells were treated with increasing concentrations (12.5, 25, 50 and 100 pM) of NF-kB
inhibitor JSH23. Cell death was performed by annexinV/7AAD staining, analyzed by cytometry. Dot
plots from one representative experiment out of 5 and cumulative data from these 5 experiments
expressed as percentage of dead AnxV+ cells are shown (left panel). Cumulative data from the n
experiments expressed as mean + S.E.M. are shown (right panel), (*p<0.05,**p<0.01, Mann-
Whitney). B. BPDCN cell lines (CAL-1 and GEN2.2 cells), short term expanded primary BPDCN
sample BESI and blood samples of three different patients diagnosed with BPDCN (LPDC) were
treated with 1 pM of LXR agonists T0901317 (T09) or GW3965 (GW) for 24 h. NfKB1 and P65
mRNA levels were assessed by qRT-PCR. Results from 4 independent experiments for BPDCN lines
are shown. (*p<0.05 Mann-Whitney). C. CAL-1 cells were treated with 1 pM of T0901317 (T09) or
GW3965 (GW) for 24 h, followed by R848 (1 ug/mL) stimulation for 6 h. Cytosolic and nuclear
protein fractions were isolated as described in the methods section. NF-xB1 (p105), p50, p65 and c-
Rel proteins were analyzed by Western blot and expression of these proteins were compared with
Actin and Lamin B expression for cytosolic or nuclear expression, respectively. Results from 1
representative experiment out of 3. The vehicle condition was used as reference for protein
expression. D. BPDCN cells were treated with 1 uM of LXR agonists for 24 h, followed by 1 pg/mL
of R848 for 45 minutes. P65 phosphorylation (pS536) was assessed by confocal microscopy (one

representative experiment out of 4).
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Figure 7
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Figure 7: Cholesterol efflux stimulation in BPDCN amplifies LXR activation-induced effects.

BPDCN cell lines CAL-1 and GEN2.2 were treated with 1 uM of LXR agonists T0901317 (T09) or
GW3965 (GW) for 24 h. A. Phospho-STATS (Y694), and phospho-Akt (S473) were assessed by
confocal microscopy after LXR stimulation, followed by APOAT1 (10 pg/mL) addition for 4 h, and
then IL-3 stimulation (10 ng/mL for 30 min). Data from one representative experiment out of 2 for
CAL-1, and GEN2.2 cells are shown. B. CAL-1 cells were treated with 10 uM of T0901317 or
GW3965 simultaneously to increasing concentrations of APOA1 (5, 10 or 20 pg/mL) for 24 h. Cell
death was assessed by AnxV/7AAD staining analyzed by cytometry. Dot plots from one
representative experiment out of 6 are shown (right panel). Cumulative data from the 6 independent
experiments expressed as mean £ SEM of dead AnxV+ cells are shown (*p<0.05, **p<0.01, Mann-
Whitney). C. CAL-1 cells were treated with increased concentration of LXR agonists (10 uM and 30
uM) or vehicle (DMSO), simultaneously to APOA1 (10 pg/mL) for 6 h. Then, mRNA expression of
BCL2, BAX, and BAKI was quantified by qRT-PCR. Cumulative data from 4 independent
experiments expressed as mean = SEM of relative mRNA expression are shown. (*p<0.05,

*#p<0.01,***p<0.001, Wilcoxon).
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Figure 8
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Figure 8: In vivo LXR agonist treatment limits BPDCN-induced cytopenia and spleen and bone

marrow infiltration by BPDCN.

NSG mice were sublethally irradiated (2 Gy) and then injected intravenously with 1x106 CAL-1
cells. After 7 days, mice were treated with two doses of the LXR agonist T0901317 (30 mg/kg or 60
mg/kg) or with vehicle control (PBS/DMSO 50%) every two days, until the end of the experiments (4
mice per group, 3 independent experiments). A. Blood samples were collected every 4 days to assess
red blood cell (RBC) and platelet (Plt) count, as well as hemoglobin (Hb) concentration. Cumulative
data expressed as mean + S.E.M. are shown, (*p<0.05, **p<0.01, Mann-Whitney). B. At the end of
the experiments (J20 + 2), spleens were extracted and measured to evaluate BPDCN spleen
involvement. C. Spleens and bone marrows were collected in order to perform CAL-1 cell
quantification. Cells were stained with the following antibodies: human CD45 (hCD45), murine
CD45 (mCD45), CD123 and BDCA4 and analyzed by cytometry. Dot plots illustrate the gating
strategy with identification of murine cells using mCD45 gating with irradiated mice as used as
control. Human CAL-1 cells were identified using hCD45, CD123 and BDCA4 staining. Cultured
CAL-1 cells were used as control for this staining. Percentage of cell infiltration was calculated as
follows: CAL-1 count/(CD45h + CD45m counts). Histograms represent cumulative data of one

experiment out of 3 expressed as mean + SEM of CAL-1 infiltration percentage from 5 mice.
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FIGURE 51
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Figure S1: BPDCN transcriptomic signature shows a basal LXR related gene downregulation

compared to AML/ALL and primary PDC.

Transcriptomic analysis of 65 AML, 35 T-ALL and 12 BPDCN samples (highlighted in red, right-
hand side of the panel) and 5 primary PDC samples performed using an affymetrix U133-2 chip and
Dchip software. Transcriptomic levels provides by Dchip software were cumulates for LXR coding
genes, (LXRA, LXRB), LXR target gene related to cholesterol efflux protein (ABCA1, ABCGI,
APOE), cholesterol infflux related protein coding genes (LDLR, VLDLR), LXR target gene related
to fatty acid homeostasis (FASN, SREBF1), and NFKBI. A. Comparison of gene transcription for
the BPDCN, AML and ALL samples. B. Comparison of gene transcription for BPDCN and primary
PDC samples.

Cumulative data were express as mean (full line ) £SEM, (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
#i%p<0.0001, Mann-Whitney).
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FIGURE 52
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Figure S2: LXR agonists induce BPDCN cell death.

A. CAL-1 and GEN2.2 cells were treated with 50 uM of T09 or GW, for 6 hours. Nuclear cell
fragmentation was assessed by CD123 and DAPI staining, analyzed by confocal microscopy (1
representative of 3). B. CAL-1 or GEN2.2 cells were treated with 10 or 30 uM of T09 or GW LXR
agonists, for 6 hours. BCL2, BAX and BAK1 mRNA levels were assessed by qRT-PCR. Cumulative
data from n=4 experiment for CAL-1 and GEN2.2 express as mean = SEM. (*p < 0.05, **p < 0.01,
Mann-Whitney).
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FIGURE 53
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Figure S3: NF-kB and IL-3 stimulation repress LXR in BPDCN cells.

A. CAL-1 cells were treated with 25 uM of the NF-kB p65 inhibitor JSH-23, for 24 hours. LXR
target gene expression (LXRA, ABCAI1, SREBF1) were evaluated by qRT-PCR (n=4). B. CAL-1
cells were treated with increasing concentrations of IL-3 (10, 50 and 100 ng/mL) for 24 hours. LXR
target gene expression (ABCA1, ABCG1 and SREBF1) were evaluated by gqRT-PCR (n=4).

Cumulative data from n experiments were express as mean = SEM. (*p < 0.05, **p < 0.01, Mann-

Whitney).
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2. Données complémentaires a I’étude
En complément a ces travaux, nous avons étudié¢ plus en détail la mort cellulaire induite par les LXR.
Nous avons observé que les traitements agonistes LXR activaient la voie d’apoptose intrinseque (via

la caspase 9). Cette activation peut étre due a la régulation de NF-xB via BCL2 (422).

Nous avons également observé une activation de la caspase 8 observable par Western blot sur la
lignée CAL-1, et par marquage en cytométrie en flux sur lignée GEN2.2 et un échantillon de LPDC

primaire (Figure 25), témoignant de I’activation de la voie d’apoptose extrinséque
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Figure 25 —Les agonistes LXR activent la caspase 8.

A. Des cellules de la CAL-1 ont été traitées avec des concentrations croissantes d’agonistes LXR (10, 50, ou 100 pM) pendant 6
heures. L’activation des caspases-3, -8 et -9 a été évaluée par Western blot (1 expérience représentative de 3). B. Des cellules de la
lignée GEN2.2 (n=3) et un échantillon de BPDCN ont été traités pendant 6h avec 30uM d’agoniste LXR. L’activation de la caspase
8 a été déterminée par cytométrie en flux sur les cellules non nécrotiques (7TAAD-).

L’apoptose extrinseque peut impliquer I’interaction de TRAIL avec ses récepteurs sur la cellule cible
(comme DR4 et DRS), ainsi que Iactivation du récepteur FAS sur les LPDC, par le FASL. Nous
avons observe que le traitement des cellules CAL-1 avec des concentrations croissantes d’agoniste
LXR (10 ou 30 uM de T09 ou GW) pendant 6 heures, augmentait significativement I’expression du
géne DR4 (Figure 26A). Cette induction, ainsi que I’augmentation de 1’expression membranaire de
DR4 (données non montrées), était associée a une sensibilisation des cellules a un traitement
simultané d’un agoniste LXR (T09 ou GW a 50uM) avec la protéine TRAIL recombinante (Figure
26B). La stimulation des récepteurs TRAIL in vivo peut étre induite par des cellules NK ou des T

cytotoxiques activées (comme discuté dans la référence (441)). 1l faudrait confirmer ces résultats sur

d’autres BPDCN.
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Figure 26 - Les agonistes de LXR sensibilisent les LPDC 4 la mort induite par TRAIL.

A. Des cellules CAL-1 ont été traitées avec 10 ou 30 pM d’agonistes LXR T09 ou GW, pendant 6 heures. Le niveau d’expression des
ARNm des génes dr4 et dr5 a alors été évalué par qRT-PCR. Les données représentent la moyenne d’expression des génes étudiés
lors de 3 expériences indépendantes, exprimée de facon relative a la condition non traitée £ SEM. * p<0,05, selon le test de Mann-
Whitney. B. Les cellules CAL-1 ont été traitées avec 50 pM d’agoniste LXR T09 ou GW pendant 6 heures, simultanément ou pas
avec 100 ng/mL de TRAIL recombinant. La mortalité cellulaire a été évaluée par marquage AnxV/7AAD, par cytométrie en flux
(dot plots provenant de 1 expérience, représentative de 3 expériences réalisées).

L’¢tude in vivo utilisant un modele de xénogreffe de BPDCN a révélée lors de notre étude une
diminution des infiltrats médullaires et spléniques de LPDC, ainsi qu’une prévention de la cytopénie
induite par la leucémie. Cependant, 1’évaluation de la survie des souris (temps jusqu’a euthanasie des
animaux pour cause de signes de leucémie avancée) n’a pas permis de révéler un gain significatif de
survie par les traitements avec 1’agoniste LXR T09 (+2 jours de survie pour le groupe trait¢ a 60
mg/kg, Figure 27A). Ce résultat pourrait etre dii a la toxicité des agonistes LXR déja énoncée dans la
littérature (208). Comme observé Figure 25B, I’inhibition de NF-kB permet une restoration de la voie
LXR. Sapienza et ses collegues ont démontré que le traitement par bortézomib (inhibant NF-kB) des
cellules CAL-1 induisait la mort des cellules (422). Des expériences préliminaires de notre équipe,
utilisant le méme modele murin de BPDCN (injection intrapéritonéale bihebdomadere de 0,25mg/kg
de bortézomib), n’a cependant démontré qu’un gain de survie comparable au traitement agoniste
LXR (+ 2 jours), bien que les concentrations utilisées ne sont pas décrites comme toxiques (638)
(données non montrées). En considérant le fait que NF-«xB peut inhiber la voie LXR dans les BPDCN
(Figure 25B), nous avons émis I’hypothése qu’un traitement inhibiteur de NF-kB pourrait augmenter
les effets des agonistes LXR. Nous avons pu observer que le traitement simultané de cellules CAL-1
avec des doses faiblement cytotoxiques de bortézomib (30 ng/mL) et les agonistes LXR (T09 ou GW
a 5 ou 10 uM), avait un effet cytotoxique significatif (p<0,05 ; Figure 27B). Cet effet synergique était
augment¢ par 'utilisation d’un inhibiteur spécifique de NF-xB, JSH-23 (p<0,0001 ; Figure 27C). Ce
résultat démontre ’intérét de la combinaison de ces deux traitements, permettant la diminution de la
dose d’agoniste LXR (et donc de I’effet toxique associé), ainsi qu’une éventuelle potentialisation des

effet thérapeutiques des deux molécules.
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Ces données complémentaires suggerent que la répression de la voie LXR dans les BPDCN peut
impliquer I’activation de NF-kB, ainsi que la signalisation a I’IL-3. Une étude plus approfondie
permettrait d’identifier le mécanisme impliqué. Cependant, nos résultats nous permettent dés lors de
conclure a une régulation croisée entre la signalisation induite par I’IL-3 et la voie LXR, tout du

moins dans la lignée cellulaire CAL-1.

L’effet cytotoxique des agonistes de LXR impliquant I’activation de la voie d’apoptose extrinseque
dans les LPDC semble donc mettre a contribution la sensibilisation des cellules a TRAIL. Des
résultats préliminaires indiquent que les BPDCN expriment TRAIL (CD253) suggérant une mort

fratricide en culture (données non montrées).

Enfin, Peffet cytotoxique synergique du bortézomib avec les agonistes LXR observé in vitro, est
actuellement évalué in vivo. Un inhibiteur de NF-kB permet de sensibiliser les cellules CAL-1 a la

mort induite par les agonistes de LXR.
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Figure 27 - L'activation de LXR simultanément a I'inhibition de NF-kB augmente 1'effet cytotoxique.

A. Des souris NSG ont été irradiées (2 Gy) et greffées avec 1x106 cellules CAL-1 par injection intraveineuse. Apreés 7 jours, les souris ont
été traitées avec deux concentrations d’agoniste LXR T0901317 (30 mg/kg ou 60 mg/kg) ou le solvant seul (PBS/DMSO 50%) tous les deux
jours jusqu’a la fin de ’expérience (4 souris par groupe, 3 expériences). Les souris ont été sacrifiées lorsque les signes de la maladie étaient
trop prononcés (paralysie du train arriére, posture prostrée, perte d’intégrité du pelage, non activité dans la cage et isolement). B. Des
cellules CAL-1 ont été traitées pendant 24h avec les agonistes LXR T0901317 (T09) ou GW3965 (GW) a des concentrations de S pM et 10
M, seul ou simultanément avec du bortezomib a une concentration de 30 ng/mL. La mortalité cellulaire a été évaluée par marquage
Annexine V (AV)/7TAAD, analysée par cytométrie en flux (n=4). C. De maniére similaire, les CAL-1 ont été traitées avec les agonistes LXR
seuls ou simultanément avec I’inhibiteur de NF-kB JSH-23 a une concentration finale de 12,5 pM (n=6). Les images brutes de cytométrie
sont représentatives de 4 ou 6 expériences réalisées (gauche), et a droite les données sont exprimées sous la forme de moyenne des % de
cellules Annexine V positives obtenues au cours de ces 4 ou 6 expériences indépendantes, +£SEM. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,
*#*%%p<(,0001 Mann-Whitney.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Lors de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a 1’expression ainsi qu’a la fonction des
LXR dans les PDC et LPDC. Les LXR possedent de nombreuses activités, dont une activité
transcriptionnelle (permettant notamment la régulation de I’homéostasie du cholestérol et la prise en
charge ou internalisation des corps apoptotiques (152)) et une activité d’interférence avec d’autres
voies de signalisation (permettant notamment, la répression de I’inflammation via 1’inhibition de la

voie NF-kB (80) ou celles impliquant STATS (132) et Akt (198)).

Précédemment a ce travail, nous avons démontré que les PDC pouvaient internaliser les MP, et que la
réponse inflammatoire induite dépendait de 1’origine de ces derniéres : les EMP activaient les PDC
au contraire des PMP (327). Ici, nous avons démontré que les PDC et LPDC exprimaient des
récepteurs LXR fonctionnels, possédant une activité transcriptionnelle (avec 1’induction des génes
cibles par des agonistes). Ces récepteurs nucléaires pouvaient interférer avec la production de
cytokines inflammatoires induites par des voies activant le facteur de transcription NF-kB,
notamment la voie TLR7. Nous avons démontré que I’internalisation des MP était dépendante des PS
qu’elles expriment a leur surface, ainsi que du récepteur aux PS BAIl exprimé¢ par les PDC.
L’expression de BAII était augmentée par I’activation des LXR par les agents agonistes ou les PMP.
Enfin, nous avons observé que I’internalisation de MP par les PDC pouvait induire soit la stimulation
des LXR, soit celle de NF-kB de maniere opposée, ce qui était lié a I’induction d’une réponse
respectivement anti- ou pro-inflammatoire. Nous avons pu démontrer que ces deux facteurs se

réprimaient mutuellement dans les PDC, déterminant la réponse inflammatoire induite par les MP.

Ces résultats n’excluent cependant pas la contribution de mécanismes complémentaires. Il a par
exemple ét¢ démontré dans des macrophages que I’efflux du cholestérol par ABCAI/ABCGI était
nécessaire a I’effet anti-inflammatoire des LXR (169,170). Ce mécanisme passait par une privation
des membranes cellulaires en cholestérol et une inhibition du recrutement de partenaires de

signalisation des voies TLR (TLR2, TLR4, TLRY).

La voie TLR activée par les EMP et responsable de la réponse pro-inflammatoire reste cependant a
établir dans notre étude. Pour cela, il sera intéressant de controler ’effet du traitement par
DNAse/RNAse afin d’évaluer la contribution du contenu en acides nucléiques des MP sur la
stimulation PDC. En complément, des oligonucléotides inhibiteurs des TLR7 ou TLR9 pourront étre

utilisés pour exclure les contributions respectives de ces derniers. Des expériences complémentaires
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ont cependant réveélées que les MP n’induisaient pas la production d’IFN-a par les PDC dans notre
modele (QRT-PCR), mettant en doute une stimulation des voies TLR7 ou TLRY connues comme
inducteur de la cytokine (639). Il faut évoquer d’autres voies PRR décrites pour étre présentes dans
les PDC, comme RAGE (400), les récepteurs de type lectines C (CLR) membranaires ou les
récepteurs de type RIG-1 ou RLR (Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like receptors) et de type
NOD ou NLR cytoplasmique (352).

L’activation de NF-«kB a été décrite comme pouvant étre induite par différents dérivés protéiques
(640) et lipidiques (641). Dans un premier temps, il serait intéressant de déterminer la contribution de
ces « types » de composés bioactifs, exprimés par les EMP sur I’activation des PDC. Pour cela, une
premiere approche consisterait a dépléter les EMP ou PMP en protéines et évaluer la réponse
inflammatoire des PDC. La conservation de la structure vésiculaire des MP devrait permettre une
interaction avec les PDC similaire (engageant les mémes voies d’internalisation) a celle des MP non
modifiées. La caractérisation des constituants protéiques est rendue possible par une collaboration
avec la plateforme technique FEMTO-ST et une analyse protéomique des MP aprés fixation sur une
puce d’or a I’aide d’anticorps dirigés contre les EMP. Nous espérons ainsi déterminer des candidats

protéiques susceptibles d’activer NF-«kB, et vérifier leur implication fonctionnelle sur les PDC.

Il serait également intéressant de caractériser les constituants lipidiques des MP. Etant donné que ces
derniers peuvent moduler I’activité des LXR (principalement les oxystérols, des acides gras insaturés
ou intermédiaires de la synthese du cholestérol), ils pourraient contribuer a la régulation croisée entre
LXR et NF-xB. Une difficulté est la possibilité que les oxystérols, ligands connus de LXR, soient
générés dans la PDC & partir d’un précurseur exprimé par les PMP (exemple de I’action des
hydroxylases décrite Chl.IL.1.1). Comme pour I’analyse des protéines, nous pourrions bénéficier de la
plateforme de lipidomique de 'UMRS866 de Dijon, unité participant comme la nétre au laboratoire
d’excellence LipSTIC. Les PMP apreés immobilisation et isolement sur puces d’or recouvertes

d’anticorps anti-CD31 pourraient étre analysées par lipidomique.

Comme nous 1’avons observé lors de notre étude, la stimulation LXR augmente 1’expression du
récepteur aux PS BAIL. Ce dernier a été récemment décrit comme pouvant augmenter 1’expression
d’ABCAL1 et I’efflux du cholestérol cellulaire, de fagon indépendante de LXR (345). L’augmentation
de I’efflux du cholestérol a été décrite comme régulant la réponse inflammatoire de macrophages
murins (169,170). Bien que la démonstration ait ét¢ faite sur la régulation de la signalisation aux

TLR, I’inhibition de la formation de radeaux lipidiques par I’appauvrissement en cholestérol des
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cellules a été¢ décrite comme réprimant la signalisation impliquant d’autres récepteurs/partenaires
protéiques (198). La modulation de la réponse inflammatoire par la stimulation de BAII,

indépendamment du contenu des MP, reste cependant a démontrer.

Le récepteur Mertk (récepteur aux PS de la famille TAM) a également été décrit comme inhibant la
réponse inflammatoire aprés stimulation par un ligand (Anticorps activateur ou GAS6) ou
reconnaissance d’ectosomes (donc des MP) (494). Récemment, il a été observé que Mertk augmentait
I’expression des LXR, et leur activation pouvait contribuer a I’effet anti-inflammatoire (630). Bien
que Mertk ne semble pas impliqué dans I’internalisation des MP par les PDC (Figure 24), ce
récepteur est exprimé par ces cellules (31% d’expression relative par rapport aux PBMC, évaluation
en qRT-PCR, Figure 24A). Ce récepteur Mertk est donc potentiellement activable. Cependant,
comme il a besoin d’un ligand soluble (GAS6 ou protéine S) pour faire le lien entre les PS des MP et
Mertk des PDC, cet intermédiaire est peut-€tre manquant dans notre systéme. Bien que nous n’ayons
pas observé d’augmentation de son expression par les agonistes LXR (données non montrées), un
dosage de ces protéines par technique ELISA sera nécessaire pour conclure de I'implication de ces

protéines dans notre mod¢le expérimental.

De maniere intéressante il a été observé dans des macrophages murins que la stimulation des TLR3/4
ou 9 inhibait la production de GAS6 et de la protéine S, de maniere dépendante de NF-xB (642).
L’activation de NF-xB induite par les EMP dans les PDC pourrait donc avoir pour effet une

répression de ces protéines, limitant I’effet anti-inflammatoire des récepteurs TAM.

Il serait donc intéressant d’évaluer les effets de 1’engagement de ces récepteurs (BAIl et MERtk) sur
la réponse inflammatoire des PDC, ainsi que I’activation des LXR, indépendamment de
I’internalisation des MP. Cette étude pourra étre étendue a d’autres récepteurs, tels que TYRO3 et
AXL, ainsi que la transglutaminase 2. Cette dernicre a été décrite comme régulée par LXR et

impliquée dans I’internalisation des cellules apoptotiques par les macrophages (154).

De maniere intéressante, nous avons observé une différence d’expression significative des PS a la
surface PMP vs EMP. Les EMP exposent 2 fois moins de PS alors que la diminution de leur prise en
charge par les PDC n’est pas significative. Ceci suggére I'implication d’autres mécanismes. De ce
fait, une activation différentielle des récepteurs aux PS pourrait contribuer a la différence de réponse

inflammatoire induite. Cette implication reste a étudier.
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Etant donné I’implication des EMP et des PDC dans plusieurs pathologies inflammatoires comme le
psoriasis, le LES et I’athérosclérose, une perspective a ce premier travail est de reproduire nos
expériences a partir de MP isolées de patients. Pour cela, il sera nécessaire dans un premier temps de
caractériser les MP plasmatiques des patients et de les extraire du plasma. Bien que les étapes
d’ultracentrifugation a 15000g devraient permettre cet isolement en prévenant les contaminations par
des lipoprotéines (LDL/HDL) et autres agrégats protéiques, il sera nécessaire de valider la pureté de
nos échantillons. Pour cela, une étude proposait le fractionnement du plasma par chromatographie
d’exclusion (406), une technique accessible au sein du laboratoire et applicable selon la disponibilité
des échantillons. La caractérisation de l’origine cellulaire, ainsi que la quantification des MP,
pourront étre déterminées par cytométrie en flux selon les marqueurs CD31/CD41 pour les
plaquettes, CD146 pour les EMP et CD235a pour les érythrocytes, comme précédemment effectué au
sein du laboratoire (566,567,643). Des tests d’activation des PDC en présence des MP pourront alors
étre réalisés en observant la réponse inflammatoire des cellules (activation de NF-kB, implication
potentielle d’IRF7 induisant la production d’IFN-type I comme précédemment décrit (407)), ainsi
que le profil d’activation des LXR. La culture des PDC en présence d’agoniste LXR avec les MP
permettra de démontrer une prévention potentielle de I’inflammation par les agonistes LXR. Ces
données révéleraient un nouvel effet thérapeutique des agonistes LXR dans les pathologies

impliquant conjointement les PDC et les MP.

L’expression fonctionnelle de LXR n’est pas restreinte aux PDC. On la retrouve aussi dans la
contrepartie leucémique des PDC, (LPDC) avec une signature transcriptomique montrant une
diminution de la plupart des génes cibles de LXR dans les BPDCN. La lignée LPDC CAL-1 exprime
nettement I’isoforme B de LXR, révélée par Western blot. Le traitement des LPDC par les agonistes
LXR augmente I’expression des genes cibles de LXR, ainsi que la protéine ABCAI avec une
localisation a la membrane plasmique. Alors que 1’efflux du cholestérol a été associé aux effets anti-
inflammatoires des LXR (169), ce mécanisme a également démontré des effets inhibiteurs de la
croissance de cellules malignes (632). L’inhibition d’intermédiaires de signalisation de facteurs de
croissance (comme Akt et STATS) a été¢ démontrée comme intervenant dans cet effet (197,198). De
manicre similaire, il a ét¢ observé une inhibition de la prolifération de progéniteurs hématopoiétiques
induite par I'IL-3, dépendante de I’efflux du cholestérol via ABCA1/ABCGI1 et ApoE (634). Les
cellules de BPDCN (LPDC) expriment fortement la chaine alpha du récepteur a I’'IL-3 (CD123) et
cette cytokine est un facteur de survie pour ces cellules (415). Ici, nous avons démontré une

diminution de I’activité des LXR dans les BPDCN spécifiques de ces cellules (en comparaison a des
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LAL/LAM et PDC primaires). L’activation des LXR par traitement agoniste diminuait la
prolifération et la survie cellulaire. Ces effets étaient associés a une augmentation de 1’efflux du
cholestérol, une inhibition de I’activation de NF-kB et une diminution de la phosphorylation de
STATS5/Akt en réponse a I'IL-3. De maniere intéressante, 1’augmentation de 1’efflux du cholestérol
(par ajout de D’accepteur ApoAl) et D’inhibition spécifique de NF-kB induisaient des effets
antiprolifératifs et cytotoxiques, démontrant I’implication de ces deux mécanismes dans les effets des
agonistes LXR. L’utilisation d’un modele murin de BPDCN (par xénogreffe de LPDC) a démontré
que les traitements agonistes LXR prévenaient les infiltrats LPDC spléniques et médullaires, ainsi
que la cytopénie causée par la leucémie. Ces résultats démontrent donc un effet thérapeutique des

agonistes LXR dans la BPDCN, impliquant au moins 2 mécanismes distincts.

Lors de cette étude, nous avons démontré un profil d’expression génique spécifique des BPDCN,
montrant une diminution de I’activité des LXR. Des expériences complémentaires nous ont permis
d’établir que I'IL-3 et NF-kB inhibait les LXR (Figure 25). L’inhibition des LXR par NF-«B avait été
démontrée lors de notre premicre étude dans les PDC primaires. Etant donné la forte expression de la
chaine alpha du récepteur a I’IL-3 par les LPDC, ainsi que I’activation aberrante de NF-xB dans ces

cellules (422), ses deux voies pourraient étre responsables du profil d’activation des LXR observé.

Nos résultats démontrent un effet anti-BPDCN des agonistes LXR par action directe sur les cellules
malignes. Cet effet implique notamment une inhibition de NF-kB. Nous avons confirmé ici que
I’inhibition spécifique de NF-«xB induisait un effet antiprolifératif et cytotoxique sur les LPDC, en
accord avec les données de la littérature (422). Bien que I’injection d’agoniste LXR montre une
prévention de I’infiltration des LPDC et de la cytopénie due a la leucémie, nous n’avons pu observer
qu’un gain de survie de 10% des souris (+2 jours) (Figure 27A). Ces données peuvent étre dues a
I’effet toxique du T0901317 déja observé dans la littérature (208,210). Nous avons observé que les
souris traitées par T0901317 présentaient des I1ésions hépatiques. Dans 1’optique de diminuer les
doses d’agonistes LXR, nous avons démontré que le traitement simultané des LPDC avec les
agonistes LXR et les inhibiteurs de NF-xB induisait un effet anti-leucémique synergique in vitro. Cet
effet pouvait étre observé pour des doses non cytotoxiques des agonistes LXR (5-10 uM) et des

inhibiteurs de NF-kB (Figure 27). La validation de cet effet in vivo, est en cours d’investigation.

Afin de mieux caractériser I’action des LXR dans les LPDC, il serait intéressant d’invalider
I’expression génique de LXRa ou LXRp (permettant de vérifier I’effet respectif des isoformes), mais

aussi ABCA1/ABCGI pour controler la contribution de I’efflux du cholestérol dans I’effet anti-
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leucémique observé. Comme illustre ci-dessus dans le Tableau 3 (p45), I'implication respective des
isoformes LXR semble différer d’un type cellulaire a ’autre. Bien que n’ayant pas pu invalider les
isoformes LXR par approche CRISPR (maturation et induction de la mort des cellules transfectées),
d’autres approches d’invalidation géniques restent a tester comme I’utilisation d’ARN interférants

(355) permettant leur étude in vitro.

Il a ét¢ démontré dans un modéle murin de mélanome que 1’effet thérapeutique des agonistes LXR
passait par une stimulation de la production d’ApoE par les cellules stromales interagissant avec le
récepteur LRP1 sur les cellules de mélanome (195). D’autre part, ApoE a ét¢ démontré comme
contribuant a I’efflux du cholestérol, impliquant ABCA1 (140). 1l serait donc intéressant d’évaluer la
contribution d’ApoE exogéne, dont la production est principalement assurée par le foie et I’intestin
(138). De maniére similaire, ApoAl dont I’effet anti-leucémique a été démontré in vitro, pourrait
contribuer a cet effet. La production d’ApoAl est controlée par les LXR, principalement au niveau

hépatique et intestinal.

Nous avons démontré lors de notre étude que les agonistes LXR sensibilisaient les LPDC a
’apoptose induite par TRAIL. Une sensibilité basale des LPDC avait déja été démontrée impliquant
des cellules NK ou un agoniste synthétique (441). L’utilisation d’agonistes des TRAIL-R (récepteurs
aux TRAIL) ou DR (pour Death Receptor) en thérapeutique anti-cancéreuse a pour I’heure montré
une bonne tolérance, montrant cependant un effet thérapeutique limité sur les cancers testés (442).
Néanmoins I’effet de I’apoptose par la voie TRAIL dans les BPDCN n’a plus été testée depuis la
publication de I’équipe de Jo€l Plumas (441). L’action cytotoxique des cellules NK pourrait ainsi étre
exploitée. De plus, Iactivité cytotoxique des cellules NK contre les LPDC a été démontrée par
I'utilisation d’un anticorps ciblant le CD123, responsable de I’effet de cytotoxicité médiée par les
anticorps (446). Etant donné que les agonistes LXR ne modifient pas I’expression du CD123, un co-
traitement est également envisageable. L’effet des agonistes LXR sur les cellules NK n’est cependant

pas démontré et pourrait €tre un obstacle a I’activité inflammatoire des cellules.

Notre étude met donc en valeur I’effet anti-leucémique des agonistes LXR sur les BPDCN. Bien que
les agonistes actuellement disponibles ne sont pas utilisables en clinique, leur intérét thérapeutique
dans plusieurs pathologies (cancers, athérosclérose, Alzheimer...) soutient le développement de
nouvelles molécules, qui permettront en plus de I'utilisation en recherche fondamentale, une

application thérapeutique.
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Figure 28 - Schéma récapitulatif des résultats obtenus sur la voie LXR et les PDC ou les LPDC.

Les PDC peuvent internaliser les microparticules via le récepteur BAI1 exprimé a leur surface. L’internalisation des EMP,
connues pour exercer une activité pro-inflammatoire, entraine I’activation de NF-kB conduisant a I’inhibition de LXR et la
sécrétion de cytokines inflammatoires (IL-6, IL-8 et TNF) par les PDC. Les PMP, quant a elles, activent les LXR qui
augmenteront I’expression de BAI1 et inhiberont la synthése de cytokines inflammatoires et la voie NF-kB. L’activation des
LXR dans les LPDC/PDC inhibe la translocation nucléaire des sous-unités de NF-kB, p50, p65 et c-Rel, ainsi que la
transcription des génes p65 et nficbl (précurseur de p50). L’inhibition de la voie NF-kB dans les LPDC est a I’origine d’un effet
cytostatique et cytotoxique, comme le montre nos résultats avec ’inhibiteur de NF-kB, JSH-23. L’activation de LXR inhibe la
phosphorylation de STATS et Akt induite par I’IL-3, cytokine augmentant la survie de ces cellules leucémiques. Enfin, LXR
augmente I’efflux du cholestérol des BPDCN via les transporteurs ABC (ABCA1/G1) et accepteur ApoAl participant a Peffet
cytotoxique des agonistes de la voie LXR. L’IL-3 et ’activation de NF-kB ont démontré au contraire une inhibition de I’activité
des LXR, pouvant justifier de I’inhibition de leur activité dans les BPDCN.

Les agonistes LXR pourraient donc &tre envisagés dans la régulation de I’inflammation induite par de microparticules
inflammatoires (comme les EMP impliquées dans des pathologies auto-immunes et inflammatoires comme le LES, le psoriasis
ou I’athérosclérose ou les PDC joueraient aussi un role) et dans le traitement des BPDCN.
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