HAL

open science

Les cellules dendritiques inflammatoires humaines
utilisent une voie non-cytosolique pour la présentation
croisée
Tsing-Lee Tang-Huau

» To cite this version:

Tsing-Lee Tang-Huau. Les cellules dendritiques inflammatoires humaines utilisent une voie non-
cytosolique pour la présentation croisée. Immunologie. Université Sorbonne Paris Cité, 2018. Francais.
NNT: 2018USPCB001 . tel-02468363

HAL Id: tel-02468363
https://theses.hal.science/tel-02468363
Submitted on 5 Feb 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-02468363
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE ME:BRE DE

PARIS U=pPC

Université Sorbonne

DESCARTES Paris Cité

Université Paris Descartes

Ecole doctorale BioSPC ED562
Unité INSERM 932 / Equipe Immunité et Cancer

Theése de doctorat en sciences
Discipline : IMMUNOLOGIE

Les cellules dendritiques inflammatoires humaines
utilisent une voie non-cytosolique pour la

présentation croisée

Par Tsing-Lee Tang-Huau

Thése dirigée par Dr. Elodie SEGURA

Présentée et soutenue publiquement devant un jury composé de :

Dr. Jenny VALLADEAU Rapporteur
Dr. Jean-Francois FONTENEAU Rapporteur
Dr. Marc DALOD Examinateur
Dr. Anne HOSMALIN Examinatrice
Prof. Régis JOSIEN Examinateur
Dr. Benoit PASQUIER Membre invité

Dr.Elodie SEGURA Directrice de thése



« Fais de ta vie un réve, et d'un réve une réalité »
Citation de Antoine de Saint-Exupéry ; Cahiers de Saint-Exupéry (1900-1944)



REMERCIEMENTS

Tout d’abord, je tiens a remercier les membres de mon jury, Jenny Valladeau, Jean-Francois
Fonteneau, Marc Dalod, Anne Hosmalin, Régis Josien et Benoit Pasquier pour avoir accepté

d’évaluer mon travail de thése.

Je souhaite remercier tout particulierement ma directrice de these, Elodie Segura qui m’a
donné les moyens de réussir ma these. Je te suis trés reconnaissante pour toutes les choses
gue tu m’as enseignées, pour tes conseils, ta patience, ton soutien et tes encouragements

durant cette thése. Merci pour tout ! Ca a été un réel plaisir de travailler avec toi.

Je tiens également a remercier mon encadrant de Sanofi, Benoit Pasquier pour m’avoir
acceuillie au sein de son équipe et de m’avoir fait découvrir le monde de I'entreprise. Tu as
toujours été présent et d’un grand soutien durant cette thése. J'ai été honoré d’avoir pu

travailler avec toi.

Je remercie chaleureusement Sebastian Amigorena, pour m’avoir acceuillie au sein de son

équipe. Merci pour ton soutien et tes conseils tout au long de cette these.

Un grand merci a Coline, Sarantis, Michael, Nina, Bakhos et Nicolas du POC Office. Nous
avons passé de bons moments ensemble, a discuter, a rire etc. Vous étes de belles

personnes, surtout ne changez pas.

Une spéciale dédicace a Mathilde qui est une amie formidable. Merci pour les fous rires, les

soirées d’'impro, les recettes de cuisine et les sorties.

A Laurence, je tiens a te remercier pour ta gentillesse, ta bonne humeur, ton soutien et tes

conseils durant cette thése.

Je remercie également toutes les personnes de I'Unité U932 pour les discussions, vos

conseils et votre joie de vivre. Merci a tous les chefs d’équipes pour votre soutien et pour



nous pousser a donner le meilleur de nous-mémes. Surtout a Nicolas Manel et Eliane Piaggio

d’avoir accepter d’étre mes référents pour mon comité de thése et qui m’ont beaucoup

appris.

Merci a toute I'’équipe de Sanofi, Dorothée, Eve, Ellen, Sandrine, Charlotte, Solana, Erwan et

Fanny. J’ai passé 3 belles années avec vous.

Je tiens a remercier toute ma famille, mes chers neveux et niéces ainsi que mes amis,
Charlotte, Alice, Astrid et toute la bande de Melay. Vous m’avez toujours soutenue et

encouragé et ce, dés le début de mes études.

Un grand merci a mon cher mari, Alexis, pour sa patience et ses encouragements tout au

long de mes études et durant la these !



TABLE DES MATIERES

REMERCIEIMIENTS ....ociiitiiiiienisssissnsssssssssssasssasssssssssssssssssssssssnss snsssnsssssass sasssasssasssssssss snsssssnsssnssnsnsssnsssns 3
TABLE DES IMATIERES ..uousuusssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnas 5
LISTE DES ABREVIATIONS .....cccuiiuimcsmsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssassssssssssssssssssssnes 9
LISTE DES FIGURES ...coiitiissrssanssassssssssssssassssssssssssssssssssssssssssss snssssssessnss sasssassssssssssssssssnsssnsssnssnsnsssnessnns 10
RESUIME ....oovcuucussessesssssssesssesesssssssssssssssessssssssssssssesase st sesssssssse s s ssssssssssessse s esssssssssasessnsssesssesass 12
Y = L 13
INTRODUCTION ...coiitiiiinisemsamsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssasssssssssassss ssnssasssnssassanssnssnnss 14
Partie | : Les différentes voies de présentation de I’antigene........ccccoereverrrennnn. 15
A. Présentation sur CMH de classe ll...ccuuimmmmmsmmemssmmsmsmsmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 16
B. Présentation classique sur CMH de classe ... 16
C.  La cross-présentation ....iimssssmssssssssmsmssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssassnssnssnssnssnans 16
Partie Il : La Cross-présentation........nsss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 18
DO 1= oo 1 YT o 18
B. La voie cytosolique versus VacuolQire ....umemssmssmssmssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssnssssses 18
C. Mécanismes intracellulaires........cccnininininins s ——————————— 23
1. Régulation du pH et de la dégradation dans le compartiment endosomal........ccccceeerrrererenne. 23

2. L’export des antigenes vers 1€ CYtOSOl ... rrrcrrsssssmrsssssssssessssssssssssssssssssnsssssssnssssassasssssssnses 26

3. Dégradation des aNntiGENES .....cuccrrercrrsmsmsmssesssssssssssssssssssnsssssssssssssssnsssssssnssssassassessssassssassassssssnses 32

K 0t I B F- 1o T = Vo T =T 00V 0 1Yo o U TP 32

3.2, DaNS |2 VOIE VACUOIGIN ...ttt sessssssssss s ssssssssss s sssssssssssssssssssssessssssssssnssssnesnes 32

4. Chargement aux molécules du CMH de Classe l....cuummmmsmsmssmssmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 33
4.1. Mécanisme général de chargement aux CMH | (présentation directe).......ccooeererrerrerrernenne 33

4.2. Transport des peptides pour la cross-présentation : réticulum endoplasmique versus
(0] T2 o0 XY o 3/ =P 35

4.3. Traffic des molécules CMH-I vers les endosomes pour la cross-présentation........ceeveuee. 37



D. Régulation de |a cross-présentation.......ccocuecrrserserssssssssersssssssssssssssassssssnsssssssssassssssassssssnssassns 39

1. Régulation positive de la cross-présentation .......smsss————————— 39
2. Régulation négative de la cross-présentation ........ussmssssmsssssssssssssssssssssssssssssasssssssassssassasas 41
Partie lll : Cellules myéloides mononucléaires humaines..........cccoeorrerverrnrereresrenns 43
W 1V o T T Yoy = 43
2 T |/ 1= ol o o1 1= - 46
1. Les macrophages dérivés des précurseurs embryonnaires ........oismsssmsessnsssssssesssssssnssssassns 46

2. Impact des facteurs environnementaux sur la différenciation des macrophages......ccccoceueee 47

3. Les macrophages dérivés des monocytes (MO-MaC) ....cccccvrrrcrmrrermsmmsssssssssssssmssessssassssassassssassasas 48

4. Fonctions des macrophages dans la présentation d’antigéne.......ccccceccrveercrerscsssessessssssessenns 48
C. Les cellules dendritiqUes ... sssssssssssssssssssssssssssssassssssnssasssnssnssanssnsnnss 49
1. Définition des cellules dendritiqUES.....cccummersismmsmssismmsmssssmsssssss s ————————— 49

2. Diversité des cellules dendritiqUEeS.......ccccuocrrerrrrmrsssmsmssssssssssessssssssssssssssssssssssssssnsssssssasssssssassssassases 49

S © 1 o Y= =T 3 1Y 54

4. Spécialisation fonctionnelle pour la cross-présentation.........c.ccccecrrsescsssssssssssssssessessssessessesees 56
4.1. Les DC conventionnelles et |a cross-présentation ... sesseens 56

4.2, Les pPDC et 1a Cross-préseNntation .. sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 58

4.3. Les M0o-DC et |a Cross-présentation ... et esssssssssssssssssssssesssssseeas 59

Partie IV : Les cellules dendritiques dérivées des monocytes chez ’lhomme.61

A. DEfINition des MO-DC ... sassasssssssssssssssssssnssassnssnssnssass 61
B. Identification des mo-DC inflammatoires humaines.........cccoerreerrmrsersrssssesssssessessssssessasns 61
C. Caractéristiques des mo-DC hUMaAINES......ccvmimiemsmmsmsnssnsssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssnssnssnsns 62
D. Ontogénie des MO-DC....ccuimiumsemmmmsmmssmsmmsssssssmsasssssssssssssssssssssssssasssssnssnssnssssssssssnssassnssnssnssnssns 64
] - 1 4 T T 66
F. Distribution des mo-DC hUmaines.......ccucmmmmsmmsmismmsmsssismssnsssmsnsssssssssssssssassssssassssssnsssssssssasans 66
1. Les MO-DC dans |€S MUQUEUSES .....ccuierismssmssmssessassamsassssssnsssssassnssassasssssssssssssssassassnssssssssssssnssnssassnsssnss 66
2. Les mo-DC humaines et I’environnement tUMOral ........ccceecrrrersrsssscsesssssssssesessssessssnsssssssanes 67
3. Les Mo-DC humaines dans 1€ SANG......cuuimsmsmssmsmssssmsmsmssssmsssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnns 68
4. Propriétés fonctionnelles des M0o-DC hUMaAINES......coumsmsmmsmssmssmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanss 69



OBJECTIFS coeiiisiissnmsssssssssisssnsssssssssssssssssssss s s s s s s s sa s s sa s sa s s s s n s s sas s s 71

RESULTATS .evurevueuusessssssesssesssessssssssssssssesssesssessssssssssesssessss st essssesssesasssassssssssesssesssesasssessessssssanssanes 72
RESULTATS SUPPLEMENTAIRES ......ocvsirissssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssasnes 107
A. Test d'inhibition du protéasome.........———————— 108
I © 1 = ot ) 108
7 2 |V =Y Vo Yo = 108
R Y 1 ] | - | 108
L SR 0o 4 Yol 11 1 1o o T 109
B. Test d’inhibition des cathepsines .......cnirsnn—————————— 110
IR © ] o= ot 110
7 2 1Y, <Y Vo T 1= 110
TR =T 1 ] - ) 110
I o Y s Yol 111 oY o 112
C. Capacité des mo-DC et des mo-Mac a présenter sur molécules du CMHILI..... 112
IR © ] o =Y ot 112
2 |V - Y = =] = A3 1= o o Yo = 112
R Y 1 ] | - | O 113
S 0o 4 Yof 111 1o o T 115
D 0 T 11 ot () s Qe U= 1 115
IR © 1« =Y ot | 115
2 |V - Y = o =] = A3 1= o e Yo = 115
R Y1 ] | = 3O 115
I o Y s Yol 111 oY o 116
DIS CUSSION. ...ciiiiiiiirrnssssssssmmssssssssssssssmmmsssnssssssssmmsssssssssssssmmssssssssssssmmmsssssnssess e nnn-neer—————s 118
A. Les limites expérimentales........umnmms s ———————— 118
1. Variabilité des échantilloNs NUM@INS ....ccuieiriemmiemserssssisrssssnssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssnsssnsssnsssnss 118
2. Rareté et fragilité des APC hUMAINES .....cccceereerrersrerressssmssmsssssssesssssssesssssssessssassessssnssnssssnssnssssnssns 119
B. DiscusSion et PErsSPECLIVES ....cccvcrrrrrsmrsmrsssrsssrsserssmsssssssssessssssnsssmsssnsssassssssssnsssnsssnssssssssnssses 119
1. Lacross-présentation par la voie Vacuolaire......ummmmmssmsmessmsssssssssssssssssssssssssssssssssssans 119
2. Mécanismes moléculaires de |a voie Vacuolaire......ciimimninmimnemssmisssissssssssssssssssessssssssssssens 121
3. Lacross-présentation par les macrophages ........cmsmmmmmm———————— 122



4. Induction de la réponse T CD8 cytotoxique par 1es MO-DC .....cccummmmsmsmssmsssssssssssssssssssssssssssssnns 123
C. Lacross-présentation et 1€ CANCEr.....ccurrmrsersrsssserssssssssassssssessssssessnssssssnssssssnssassssssnssssssanas 125
D. Immunothérapie contre 1@ CANCEer ... s 128
BIBLIOGRAPHIE .......oiciisinnsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssasssssasasnses 131
ANNEXES ....oeicitsasscsnssssssssssssssssssssssss s s s s s s s s s s b AR AR RS E AR SRR AR AR R RS RE R AR SRR R R AR R AR R R R RS 172



LISTE DES ABREVIATIONS

ATP : Adénosine triphosphate

BMDC : Bone-marrow derived DC

CMH : Complexe majeur
d’histocompatibilité

CDP : Précurseur commun des DC

CL : corps lipidique

CPA : Cellules présentatrices

CMP : Précurseur myéloide commun
CTL : Cellules T CD8 cytotoxique
d’antigéne

cDC : DC conventionnelles

DC : Cellule dendritique

ERAD : Endoplasmic-reticulum-associated
protein degradation

ERAP : Endoplasmic reticulum
aminopeptidase

FIt3 : FMS-like tyrosine kinase 3

FT : Facteur de transcription

FRET : Fluorescence resonance energy
transfer

GM-CSF : Granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor

GILT : Gamma-Interferon-inducible
Lysosomal Thiolreductase

HSP90 : Protéine de choc thermique 90
HSC : Cellules souches hématopoiétiques
IC : Complexe immun

IFN : Interféron

IGTP : (IFN-inducible ER-resident GTPase

IL : Interleukine

LC : Cellule de Langerhans

LT : Lymphocytes T

LB : Lymphocyte B

mo-DC : DC dérivées des monocytes
mo-Mac : Macrophages dérivées des
monocytes

MPS : Cellules myéloides mononuclées
phagocytaires

MLP : Précurseur lymphoide multipotent
MR : Mannose Réceptor

NOX2 : NADPH oxydase 2

OVA : Ovalbumine

pDC : DC plasmacytoide

RA : Acide rétinoique

RE : Réticulum endoplasmique

ROS : reactive oxygen species

SNARE : Soluble N-éthylmaleimide-
sensitive-factor Attachment protein
Receptor

STIM1 : Stromal interacting protein 1
TAP : Transporter associated with antigen
processing

Treg : Lymphocytes T régulateurs

Tfh : Lymphocyte T folliculaire helper
TLR : Toll Like Receptor

Th : Lymphocytes T helper ou auxiliaire
UNC93B1 : Uncoordinated 93 homolog B1

YS : Sac vitellin



LISTE DES FIGURES

INTRODUCTION

Figure 1 : Les différentes voies de présentation antigénique
Figure 2 : la voie cytosolique pour la cross-présentation

Figure 3 : La voie vacuolaire pour la cross-présentation.

Figure 4 : NOX2 est efficacement recrutée et assemblée a la membrane phagosomale au

cours de la maturation des phagosomes dans les DC.

Figure 5 : Test d’export au cytosol.

Figure 6: Les composants de la machinerie ERAD impliqués dans la dégradation des

protéines

Figure 7 : Rupture de la membrane du phagosome par ROS.

Figure 8 : Chargement des peptides antigéniques aux CMH de classe I.
Figure 9 : Recrutement des composants du RE aux phagosomes par Sec22.
Figure 10 : Ontogénie des monocytes

Figure 11 : Différenciation des monocytes CD14*.

Figure 12 : Ontogénie des cDC, pDC, monocytes, macrophages et mo-DC/Mac humaines
Figure 13 : La cross-présentation par les DC chez la souris et chez 'lhomme
Figure 14 : Morphologie des DC humaines versus les macrophages.

Figure 15 : Ontogénie des cellules dérivées des monocytes

Figure 16 : Fonctionnalité des mo-DC.

Tableau 1 : Marqueurs phénotypiques des DC murines

Tableau 2 : Marqueurs phénotypiques des DC humaines

Tableau 3: Marqueurs phénotypiques des DC classiques, mo-DC, monocytes et

macrophages. (cf annexe 1)

Tableau 4 : Distribution des mo-DC dans les tissus humains

RESULTATS

Figure 1. Ascites DC and macrophages are distinct populations.
Figure 2 Ascites DC are monocyte-derived cells

Figure 3. Human mo-DC and mo-Mac both cross-present efficiently.

Figure 4. Human mo-DC and mo-Mac do not transfer exogenous proteins into their cytosol.

10



Figure 5. Human mo-DC use the vacuolar pathway for cross-presentation.
Figure 6. Human mo-DC, but not mo-Mac, are efficient inducers of effector cytotoxic CD8* T

cells.

RESULTATS SUPPLEMENTAIRES

Figure S1 : Activité du protéasome en présence de lactacystine

Figure S2 : Inhibition de la dégradation de I'OVA par 'inhibiteur de cathepsines

Figure S3 : Présentation de I'anatoxine tétanique aux lymphocytes T CD4+ mémoires par les
mo-DC et mo-Mac

Figure S4 : Expression de CD15s et Foxp3 par les lymphocytes T

11



Tsing-Lee TANG-HUAU Directrice de thése
Immunologie Elodie SEGURA
Institut Curie- INSERM U932

Les cellules dendritiques inflammatoires humaines utilisent une voie non-
cytosolique pour la présentation croisée

RESUME

La présentation d'antigenes exogénes sur les molécules du CMH de classe |, appelée cross-
présentation, est essentielle pour l'induction des réponses T CD8 cytotoxiques. La manipulation de la
cross-présentation est une stratégie thérapeutique attrayante, mais une meilleure compréhension
des mécanismes impliqués est essentielle. Dans les cellules dendritiques (DC) de souris, la cross-
présentation se fait par la voie «cytosolique» ou «vacuolaire», en fonction de la localisation
intracellulaire de la dégradation de I'antigene. Nous avons déja montré que la DC résidentes dans les
organes lymphoides humains présentait par la voie cytosolique. L'importance physiologique de la
voie vacuolaire dans la DC humaine qui sont trouvés in vivo reste peu claire. Pour répondre a cette
qguestion, nous avons analysé la capacité de la DC dérivées de monocytes générée in vivo a cross-
présenter. En utilisant le Single Cell RNA-seq, nous avons d'abord confirmé l'identification des ascites
tumorales DC comme des cellules dérivées de monocytes. Nous avons trouvé que les ascites DC et
les macrophages cross-présentent efficacement, mais sont incapables de transférer des protéines
exogenes dans leur cytosol. De plus, I'inhibition du protéasome n'a pas affecté la cross-présentation.
Ces propriétés n'étaient pas dues au microenvironnement tumoral, car les homologues in vitro des
ascites DC et des macrophages présentaient les mémes propriétés. Nous concluons que les cellules
humaines dérivées de monocytes cross-présentent exclusivement par la voie vacuolaire. Enfin, nous
avons trouvé que les DC dans l'ascite étaient aussi efficaces que les DC des amygdales pour
I'induction des cellules T CD8 cytotoxiques effectrices, alors que les macrophages dans I'ascite
étaient de mauvais stimulateurs des cellules T CD8. Ces résultats auront des implications importantes

pour les stratégies thérapeutiques visant a moduler la cross-présentation.

Mots clés: Cellules dendritiques humaines, cross-présentation, mo-DC, Lymphocytes T CD8

cytotoxiques, voie vacuolaire
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Human inflammatory dendritic cells use a non-cytosolic pathway for

Cross-prese ntation

ABSTRACT

The presentation of exogenous antigens on MHC class | molecules, termed cross-presentation, is
essential for the induction of cytotoxic CD8+ T cells. In mouse, dendritic cells (DC) that arise from
monocytes (mo-DC) during inflammation play a key role in cytotoxic T cell responses by cross-
presenting antigens directly in peripheral tissues. Whether human naturally-occuring mo- DC can
cross-present is unknown. To address this question, we have used human mo-DC directly purified
from peritoneal tumor ascites. Using single-cell RNA-seq, we first confirm that ascites DC contain
exclusively monocyte-derived cells. Both ascites mo-DC and macrophages cross- present efficiently,
but are unable to transfer exogenous proteins into their cytosol. Inhibition of cysteine proteases, but
not of proteasome, abolishes cross-presentation by mo-DC. We conclude that human monocyte-
derived cells cross-present exclusively using a vacuolar pathway. Finally, we demonstrate that only
ascites mo-DC, but not macrophages, efficiently induce effector cytotoxic CD8+ T cells. These results

will have important implications for harnessing cross-presentation for therapeutic purposes.

Key words: Human dendritic cells, cross-presentation, mo-DC, cytotoxic CD8 T cells, vacuolar

pathway
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Introduction

INTRODUCTION

Partie | : Les différentes voies de présentation de I’antigene

A ce jour, trois voies principales de présentation antigénique ont été mises en
évidence : présentation des molécules endogenes associées aux CMH-I, présentation aux
molécules de CMH-II et la présentation croisée.

Les complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH) exprimés par les cellules présentatrices
d’antigene (CPA) jouent un role essentiel dans la mise en place de I'immunité adaptative. Il
en existe deux types: CMH de classe | (CMH-I) et CMH de classe Il (CMH-II). Ces deux
molécules ont une fonction similaire, celle de présenter des peptides a la surface des cellules
et d’interagir soit avec les lymphocytes T (LT) CD8* pour le CMH de classe | et les LT CD4*

pour le CMH de classe Il.

MHC class | pathway MHC class Il pathway ! Cross-presentation
Peptide-MHC class | Peptide-MHC class Il Exogenous ; Peptide-MHC class |
{endogenous) {endogenous and exogenous) antigen . {exagenous)

i %OF ﬁvﬁ |
i Endogenous
dntigen

Endogenous
‘g; antigen

Proteasome

&P
2 :‘f o ®

Fndocyx ¢ route

Nature Reviews | immunology

Figure 1 : Les différentes voies de présentation antigénique
(Villadangos and Schnorrer, 2007)
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Introduction

A. Présentation sur CMH de classe Il

Les molécules du CMH-II sont exprimées par les cellules présentatrices d’antigéne
professionnelles. Elles présentent aussi bien des peptides issus de protéines exogenes que
de protéines endogeénes. Apres internalisation, les antigénes sont dégradés dans le
compartiment endosomal en fragments peptidiques entre 12 et 26 acides aminés puis
chargés aux molécules du CMH-II. Ces complexes CMH-II/peptide sont ensuite exportés a la
surface cellulaire ou ils seront reconnus par les lymphocytes T CD4 naifs et se différencier en
LT CD4 auxiliaires (Th1, Th2 etc..). Les LT CD4 auxiliaires peuvent ensuite interagir avec des
lymphocytes B pour induire des réponses de types humorales ou avec les LT CD8, pour une
réponse cytotoxique (Chicz et al., 1993; Hunt et al., 1992; Rudensky AYu et al., 1991; Suri et
al., 2006) (Figure 1).

B. Présentation classique sur CMH de classe |

Les molécules du CMH-I sont exprimées par toutes les cellules nucléées. Les peptides
présentés sur CMH-I sont généralement des antigénes intracellulaires (ou endogenes).
L'antigéne endogéne, dans le cytosol sera dégradé en fragment peptidique de 8-9 acides
aminées (Neefjes et al., 2011) par le protéasome (Blum et al., 2013).

Ces peptides générés sont ensuite transportés via le transporteur TAP (Transporter
associated with antigen processing) dans le réticulum endoplasmique (RE) ou ils subissent
une derniére étape de dégradation par des aminopeptidases: ERAP1/2 (endoplasmic
reticulum aminopeptidase 1/2)(Rock et al., 2004) pour générer des peptides qui pourront
étre chargés aux complexes majeurs d’histocompatibilité de classe | (CMH-I). Ces complexes
CMH-I/peptide nouvellement formés seront alors transportés a la surface cellulaire et

présentés aux lymphocytes T CD8* pour induire une réponse T cytotoxique (Figure 1).

C. Lacross-présentation

Les peptides présentés par les molécules de classe | sont généralement issus de la

dégradation des protéines endogenes, mais des peptides exogénes peuvent également étre

16
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présenté aux molécules du CMH-I, il s’agit du phénomene de présentation croisée, ou cross-

présentation (Bevan, 2010) (Figure 1).
A ce jour, deux voies de présentation croisée ont été mises en évidence, il y a la voie

classique (cytosolique) et la voie vacuolaire, dont nous parlerons plus en détail dans la 2"

partie.
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Partie Il : La cross-présentation

A. Découverte

Le phénomeéne de cross-présentation a été décrit pour la premiere fois par M. Bevan en
1976. (Bevan, 1976).
La cross-présentation est un mécanisme permettant a une cellule présentatrice d’antigene a
présenter un antigéne exogene aux lymphocytes T CD8 via les molécules du CMH de classe |.
Les cellules responsables de ce phénomeéne sont principalement les cellules dendritiques
(DC) dont nous parlerons plus en détails dans la 3®™¢ partie. Ces cellules vont permettre
I'activation de lymphocytes T CD8 naifs en lymphocytes T effecteurs, appelé le « cross-
priming » qui est essentielle pour établir une réponse T cytotoxique (CTL) anti-infectieuse
ou anti-tumorale mais aussi pour 'activation des T CD8 mémoires.
En plus de cette réponse cytotoxique, la cross-présentation est également impliqué dans la

tolérance du soi.

A ce jour, deux voies de cross-présentation ont été mises en évidence : il y a la voie classique
(cytosolique) et la voie vacuolaire, qui différent selon le lieu de dégradation de I'antigéne.
Dans cette partie, je vais commencer par décrire les deux voies de cross-présentation

possibles et leur différence. Ensuite je développerai les mécanismes moléculaires impliqués.

B. La voie cytosolique versus vacuolaire

La voie cytosolique est la voie principale utilisée par les cellules pour la cross-
présentation. La cross-présentation par la voie cytosolique, est dépendante du protéasome
et du transporteur TAP. En effet, il a été montré que la cross-présentation de I'ovalbumine
(OVA) couplé a des billes, est altérée en présence d’inhibiteurs du protéasome et du
transporteur TAP (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995; Palmowski et al., 2006; Song and
Harding, 1996). Le protéasome étant localisé dans le cytosol, ces résultats indiquent que les
antigenes internalisés sont transférés des compartiments endocytaires au cytosol ou ils
seront dégradés par le protéasome (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995; Touret et al.,

2005). Les peptides générés sont ensuite transportés dans le réticulum endoplasmique (RE)
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ou les endosomes/phagosomes par le transporteur TAP pour étre chargés sur des molécules

du CMH de classe | (Figure 2).
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Figure 2 : la voie cytosolique pour la cross-présentation

Réticulum endoplasmique

1. Internalisation de I'antigene exogene via I'endocytose, la pinocytose ou la phagocytose. 2. Dégradation de I'antigene par les protéases phagosomales et recrutement des protéines du RE
vers le phagosome via Sec22b (pointillés).3. Export de I'antigéne vers le cytosol via un transporteur ou par rupture de la membrane du phagosome. 4. Ubiquitinylation des antigéne et
dégradation par le protéasome. 5. Les fragments peptidiques sont transportés par TAP vers le RE (ligne verte) ou dans le compartiment endocytaire (ligne marron), ot ERAP ou IRAP vont
générer des peptides de taille optimale pour étre chargé sur les molécules du CMH-I. 6. CMH-I provenant de la membrane plasmique via Rab11a/SNAP23 (bleu) ou du RE via CD74
(bordeaux).7.Le complexe CMH-I/peptide est transporté a la membrane plasmique pour étre présenté aux lymphocytes T CD8. Les lignes en pointillé indiquent les étapes qui ne sont pas bien
connues. Abréviations : RE ou ER, réticulum endoplasmique ; ERGIC, compartiment intermédiaire ER-Golgi ; IRAP, insulin-regulated aminopeptidase ; ERAD, ER-associated degradation ; ERAP,
ER aminopeptidase ; NOX2, NADPH oxidase 2 ; TAP, transporter associated with antigen processing ; GILT y-interferon-inducible lysosomal thiol reductase.
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En plus de la voie cytosolique, une seconde voie de cross-présentation a été rapportée. Les
travaux réalisés par Rock et al. et Norbury et al. ont montré que chez les souris TAP knock-
out, les CPA sont capables de présenter les antigenes exogénes sur les molécules du CMH-I
et d’activer la réponse T CD8*, mettant en évidence une voie alternative pour la cross-

présentation (Norbury et al., 2001; Rock, 1996).

Cette voie est indépendante du protéasome et de la protéine TAP mais elle est sensible aux
inhibiteurs des cystéines protéases présentes dans les compartiments endosomaux et qui
ont pour role de dégrader les antigenes internalisés (Bertholet et al., 2006; Norbury et al.,
2001; Shen et al., 2004; Song and Harding, 1996; Tiwari et al., 2007). Dans cette voie, les
protéines exogenes internalisées restent dans les compartiments endocytaires ou elles sont
dégradées puis chargées aux CMH-l. En conséquence, cette voie est appelée « la voie
vacuolaire ».

La voie de présentation par la voie vacuolaire a principalement été décrite chez les DC
murines ou les deux voies de présentation étaient possibles.

Les travaux menés par Di Pucchio et al et Ma et al ont montré que la voie vacuolaire existe

également chez I’hnomme (Di Pucchio et al., 2008; Ma et al., 2016) (Figure 3).
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Figure 3 : La voie vacuolaire pour la cross-présentation.

1. Internalisation de I'antigene exogeéne via I'endocytose, la pinocytose ou la phagocytose. 2. Dégradation de I'antigéne par des protéases et la cathepsine S dans le phagosome. Recrutement
de la machinerie ERAD vers le phagosome via Sec22b.3. Recyclage des molécules du CMH-I de la membrane plasmique via Rab11a (bleu) ou du RE via CD74 (bordeaux) vers le phagosome. 4
IRAP va générer des peptides de tailles optimales pour étre chargé sur les molécules du CMH-I. Chargement du peptide aux CMH-1.5. Le complexe CMH-I/peptide est transporté a la membrane
plasmique pour étre présenté aux lymphocytes T CD8. Les lignes en pointillé indiquent les étapes qui ne sont pas bien connues. Abréviations : RE, réticulum endoplasmique ; ERGIC,

compartiment intermédiaire ER-Golgi ; IRAP, insulin-regulated aminopeptidase.
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C. Mécanismes intracellulaires

A ce jour, les mécanismes intracellulaires impliqués dans ces deux voies de cross-
présentation ne sont pas totalement élucidés.
Au cours de ces dix dernieres années, plusieurs groupes ont analysés les fonctions
phagosomales et endosomales a partir d’'une lignée de DC murines (BMDC) ou de DC
dérivées de monocytes (GMCSF/IL-4) chez 'homme, afin de comprendre les voies de

transport intracellulaires et les compartiments impliqués dans la cross-présentation.

1. Régulation du pH et de la dégradation dans le compartiment endosomal

La régulation du pH dans les phagosomes et les endosomes est essentielle pour la
cross-présentation et I'activation des lymphocytes T CD8*. En effet, une dégradation limitée
des protéines internalisées dans les phagosomes est essentielle pour la cross-présentation.
La dégradation antigénique dépend de l'activité protéolytique des enzymes dans les
phagosomes, et cette activation est dépendante du pH. Dans les macrophages, 'antigene
est rapidement dégradé dans le compartiment phagosomal et endosomes tardifs. Cette
forte activité protéolytique est due a un pH acide dans les phagosomes, qui active les
protéases lysosomales et favorise la dégradation des protéines internalisées (Belizaire and
Unanue, 2009; Delamarre et al., 2005; Savina et al., 2006; Yates and Russell, 2005). En
revanche, les cellules dendritiques présentent une faible activité protéolytique. Cette faible
activité s’explique par un faible taux de protéases lysosomales et d’un pH alcalin (environ pH
7,5) dans les endosomes (Delamarre et al., 2005).

Cette activité réduite dans les endosomes est également due a la faible activité de la pompe
V-ATPase et d’un haut niveau d’activité de NADPH oxydase 2 (NOX2), qui va empécher
I'acidification dans les phagosomes par la production de ROS (reactive oxygen species)
(Figure 4). La production de ROS va limiter la dégradation antigénique et favoriser la cross-

présentation (Jancic et al., 2007; Savina et al., 2006; Trombetta et al., 2003).
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Figure 4 : NOX2 est efficacement recrutée et assemblée a la membrane phagosomale au

cours de la maturation des phagosomes dans les DC.

NOX2 est recrutée au niveau de la membrane des phagosomes. Lors de |'activation, NOX2 consomme
de l'oxygeéne (02) et H* (via la pompe V-ATPase et probablement par d'autres canaux) pour produire
ROS dans la lumiere du phagosome. La production de ROS va augmenter le pH dans le phagosome et

limiter la dégradation de I'antigéne. Adapté de (Savina and Amigorena, 2007).

Chez la souris, un déficit d’expression de Rab27a (qui permet le recrutement de NOX2 dans
les phagosomes) ou de NOX2 par les DC entraine une augmentation du pH dans les
phagosomes, qui conduit a une forte dégradation des antigénes, altérant ainsi I'efficacité de
la cross-présentation par ces DC (Jancic et al., 2007; Savina et al., 2006, 2009). De plus, il a
été montré que la cross-présentation est altérée chez les DC dérivées des monocytes (mo-
DC) provenant de patients atteints de granulomatose chronique, qui possédent une forme
mutée de la protéine NOX2 (Mantegazza et al., 2008). En accord avec ces résultats, il a été

observé chez les mo-DC humaines traitées avec de la chloroquine (qui diminue le pH dans les
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phagosomes) une augmentation de la quantité de protéines transférées dans le cytosol et
une meilleure cross-présentation (Accapezzato et al., 2005).

D'autres protéines importantes pour la régulation du pH sont également impliquées dans la
cross-présentation. Il a été observé qu’un déficit en Vav (qui est un facteur d’échange
nucléotidique) dans les BMDC (bone-marrow derived DC chez la souris) entraine une
diminution de la production de ROS et altére la cross-présentation d'antigénes particulaires
(Graham et al., 2007). Une altération de la capacité a cross présenter a également été
observée chez les BMDC déficientes pour la protéine SNARE « VAMPS8 » qui est essentielle
pour le recrutement de NOX2 au niveau des phagosomes et pour |'oxydation phagosomale
dans les BMDC (Matheoud et al., 2013). Enfin, dans les DC, le canal cationique Tmem176b
régule le pH dans les phagosomes favorisant ainsi la cross-présentation (Segovia et al.,

2014).

Dans les DC, STIM1 (stromal interacting protein 1), une protéine résidente du RE qui détecte
les variations du calcium dans le RE, favorise les sites de contact entre la membrane du RE et
des phagosomes (Nunes et al.,, 2012). Récemment, il a été démontré que UNC93B1
(uncoordinated 93 homolog B1), qui est une protéine résidente du RE, est recrutée au niveau
des phagosomes ou elle va interagir avec STIM1 et activer les canaux membranaires Ca%*
favorisant la cross-présentation par les DC. La déficience en UNC93B1 dans les DC entraine
une augmentation du pH dans les phagosomes en altérant le recrutement de NOX2 et la
production de ROS dans les phagosomes, et diminue I'activité protéolytique et I'exportation

des antigenes vers le cytosol (Maschalidi et al., 2017). Cette étude suggére que la protéine

UNC93B1 via son interaction avec STIM1 joue un role dans la cross-présentation.

Enfin, il a été rapporté que l'enzyme GILT (Gamma-interferon-inducible Lysosomal
Thiolreductase), qui a pour fonction de réduire les points disulfures, est aussi impliquée dans
la cross-présentation et dans I'induction d’'une réponse T CD8* antivirale (Figure 2). Il a été
observé qu’un déficit en GILT affecte la capacité des DC a cross-présenter les glycoprotéines
riches en liaison disulfure, mais pas les antigenes dépourvus de ponts disulfures (Singh and
Cresswell, 2010). Ces résultats suggerent que les protéines contenant des ponts disulfures

doivent étre dépliées dans les phagosomes avant le transfert vers le cytosol.
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Toutes ces études mettent en évidence que la régulation de la dégradation dans les
compartiments endosomaux est primordiale dans le processus de cross-présentation. En
effet, une faible dégradation des protéines internalisées permet de préserver les épitopes
afin de favoriser I'apprétement des peptides aux molécules du CMH-I. Cependant, une
dégradation préalable des protéines dans les phagosomes est également nécessaire pour
digérer les ponts disulfures et générer des fragments de petites tailles, qui puissent étre

transférés dans le cytosol (Rodriguez et al., 1999; Singh and Cresswell, 2010).

2. L’export des antigénes vers le cytosol

L'export des protéines au cytosol par les cellules dendritiques a été confirmé par
microscopie électronique et par imagerie a fluorescence. En effet, les protéines exogénes
couplées a un fluorochrome se retrouvent dans le cytosol cellulaire (Rodriguez et al., 1999;
Touret et al., 2005). Des travaux ont mis en évidence que les cellules dendritiques sont plus
efficaces que les macrophages dans I'export d’antigéne vers le cytosol et que les molécules
de petites tailles sont exportées plus efficacement que celles plus grandes (Rodriguez et al.,

1999).

Durant ces dix dernieres années, de nouvelles techniques ont été développées pour mettre
en évidence l'export des protéines du compartiment endosomal vers le cytosol. Une
premiere méthode est basée sur le cytochrome ¢ comme indicateur de I'export de I'antigene
vers le cytosol. Le cytochrome c est impliqué dans I'apoptose. Aprés internalisation du
cytochrome c¢ par les DC, le cytochrome c exporté dans le cytosol active la cascade de
signalisation des caspases et induit I'apoptose dans les cellules (Kovacsovics-Bankowski and
Rock, 1995; Lin et al., 2008; Schreibelt et al., 2012). Une autre approche est basée sur une
sonde cytosolique fluorescente et sensible au FRET (fluorescence resonance energy transfer
sonde CCF4), clivable par I'enzyme [B-lactamase. Si les cellules ont la capacité d’exporter
I'enzyme B-lactamase (protéine exogene) vers le cytosol, le B-lactamase clivera la sonde
fluorescente entrainant une augmentation de la fluorescence de la sonde qui pourra étre
guantifiée et mesurée par cytométrie en flux (Cebrian et al., 2011; Segura et al., 2013a; Vivar

et al., 2016) (Figure 5).
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Figure 5: Test d’export au cytosol. Les cellules sont incubées avec une sonde cytosolique

fluorescente et sensible au FRET. Une fois internalisée, la B-lactamase qui est transféré dans le

cytosol et clive la sonde fluorescente qui changera de fluorescence 450nm vers 535 nm.

Cependant, les mécanismes moléculaires qui permettent le transfert des protéines vers le
cytosol restent mal compris. Il a été proposé, sur la base d'expériences utilisant une lignée
cellulaire de DC, que la machinerie ERAD (Endoplasmic-reticulum-associated protein
degradation) puisse étre impliquée dans la translocation des protéines dans le cytosol
(Ackerman et al., 2006; Grotzke and Cresswell, 2015). La machinerie ERAD désigne une voie
cellulaire qui cible les protéines mal repliées du réticulum endoplasmique pour
l'ubiquitination et la dégradation par le protéasome. Un autre mécanisme possible est que
les protéines puissent se retrouver dans le cytosol, par diffusion passive, suite a une rupture

des membranes du phagosome.

Présence de protéines du RE dans les compartiments endocytiques

La présence de protéines résidentes du RE dans les phagosomes a été montrée pour la
premiere fois chez les Dictyostelium discoideum et chez les macrophages (Gagnon et al.,
2002; Miller-Taubenberger et al., 2001). Grace a des analyses par microscopie, différents
groupes ont mis en évidence la présence de certaines protéines du RE dans les phagosomes
telles que Sec22b (Alloatti et al., 2017; Cebrian et al.,, 2011; Wu et al., 2017),
Sec61(Ackerman et al., 2003, 2006; Grotzke et al., 2017) et HSP90 (Giodini and Cresswell,
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2008) indiguant que des protéines du RE sont recrutées au niveau de phagosomes (Houde et

al., 2003; Touret et al., 2005).

Une autre étude a montré que, apres internalisation de l'antigéne, le récepteur aux
mannoses (MR/CD206) est ubiquitinylé permettant le recrutement de divers composants du
réticulum endoplasmique dans les compartiments endosomaux (Zehner et al., 2011). Un
déficit en MR dans les DC n’affecte pas la capacité des DC a capturer I'ovalbumine, mais
diminue la présentation antigénique aux lymphocytes T CD8* (Burgdorf et al., 2006, 2007).
Cependant, I'implication de MR dans la cross-présentation ne s’applique pas a toutes les
sous-populations de DC, car les DC présentes dans les organes lymphoides n’expriment pas
MR mais sont tout de méme efficaces pour effectuer la cross-présentation (Segura et al.,

2009).

Implication de la machinerie ERAD

Il a été observé que la translocation des protéines exogénes et la cross-présentation sont
inhibées par I'Exotoxine A (issue de Pseudomonas aeruginosa), un supposé inhibiteur des
composants du réticulum endoplasmique tel que la protéine Sec61 et I'enzyme p97 (ATPase
p97) qui font partie de la machinerie ERAD (Ackerman et al., 2003, 2006; Zehner et al.,
2011). Cependant, I'Exotoxine A n'est pas un inhibiteur spécifique de Sec61 et peut avoir des
effets toxiques, en particulier en inhibant la synthése des protéines (Yates et al., 2006).
L'utilisation de siRNA spécifiques des composants de la machinerie ERAD dans les mo-DC
humains a montré que I'enzyme p97, mais pas Sec61 ni Derlin-1, est impliquée dans la cross-
présentation par la voie cytosolique (Ménager et al., 2014). Récemment, une étude montre
gue l'inhibition de la protéine Sec6l par la myolactone (inhibiteur spécifique de Sec61)
n’affecte pas la capacité des DC a exporter dans le cytosol, mais inhibe la cross-présentation
par les DC. Des analyses protéomiques ont montré que I'expression des molécules de classe |
et la 2 microglobuline étaient sensibles au traitement par la myolactine. Ces résultats
suggerent que Sec61 a un rdle indirect dans la cross-présentation dans les DC (Grotzke et al.,

2017) (Figure 6).
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Figure 6: Les composants de la machinerie ERAD impliqués dans la dégradation des

protéines. (Stolz and Wolf, 2010)

Néanmoins, d’autres études soutiennent I'idée que des protéines du RE sont impliquées
dans I'export des antigénes dans le cytosol. Ainsi, la protéine de choc thermique 90 (HSP90)
pourrait étre impliquée dans la translocation des protéines internalisées vers le cytosol et
dans la cross-présentation. La protéine HSP90 est connue pour s'associer au complexe ERAD.
Il a été observé que les protéines exogenes internalisées se replient, une fois dans le cytosal,
grace a la protéine HSP90 (Giodini and Cresswell, 2008). Ces résultats ont été confirmés in
vivo et in vitro chez la souris Hsp90-knock-out ou I'apoptose induite par le cytochrome ¢ dans
les DC CD8* est altérée, de méme que la cross-présentation d’antigenes solubles ou associés
aux cellules par les DC murines (Imai et al., 2011). Ces résultats montrent qu’un déficit
d’expression de HSP90 dans les cellules dendritiques entraine une diminution dans leur

capacité a exporter I'antigene vers le cytosol.

Bien que les molécules exactes impliquées dans le transfert de protéines vers le cytosol

doivent encore étre mieux caractérisées, des preuves expérimentales supplémentaires
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soutiennent l'idée que des protéines du RE sont impliquées dans le transfert de protéines
vers le cytosol, comme que la protéine Sec22b, une protéine SNARE . Dans les DC déficientes
pour Sec22b, le transport de protéines du RE aux phagosomes est altéré et le transfert de B3-

lactamase au cytosol est aussi diminué (Cebrian et al., 2011) (Figure 2).

Rupture des membranes des phagosomes/endosomes

D’autres études suggerent que l'antigéne pourrait étre transféré dans le cytosol
lorsque la membrane du phagosome est fragilisée. Cependant, les mécanismes responsables

de la déstabilisation phagosomale ne sont pas encore bien compris.

Il a été montré que lI'internalisation de certaines particules, telles que des cristaux de silice et
de sels d’aluminium, fragilise la membrane des phagosomes libérant ainsi les particules dans
le cytosol (Hornung et al., 2008). De plus, le transfert vers le cytosol est difficile a attribuer a
la machinerie ERAD pour les molécules telles que le cytochrome c et la B-lactamase dont
I'activité est intacte dans le cytosol. En effet, les protéines qui sont transportées a travers les
canaux protéiques doivent étre dénaturées, ce qui pourrait inactiver leur activité
enzymatique (Giodini and Cresswell, 2008).

Une déstabilisation de la membrane a été observée lors d’une forte production de ROS
(générée par NOX2) dans les DC, provoquant une peroxydation lipidique (Girotti, 1998), une
réaction en chaine perturbant la membrane des phagosomes, ce qui a son tour entraine une
fuite d'antigene vers le cytosol (Cwiklik and Jungwirth, 2010; Leibowitz and Johnson, 1971;
Wong-Ekkabut et al., 2007) (Figure 7). La molécule ROS produite par NOX2 est impliquée
dans la régulation du pH dans les compartiments phagosomaux (cf partie régulation du pH),
et une inhibition de la production de ROS dans les cellules dendritiques empéche la fuite de
I'antigene de I'endosome vers le cytosol mais altére aussi la cross-présentation. Les
observations sont les mémes lorsque les DC sont traitées avec du peroxyde d’hydrogene
(H203), qui entraine une rupture de la membrane des endosomes et conduit a un relargage
de lysozymes dans le cytosol (Dingjan et al., 2016).

Chez la souris et chez 'homme, un déficit en NOX2 entraine une diminution de I'export de
I'antigene vers le cytosol et altére la capacité des DC a cross-présenter. Chez les patients

atteints de granulomatose chronique, un disfonctionnement de NOX2 entraine non
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seulement une augmentation du pH comme décrit précédemment mais induit également le
relargage des antigénes pour la cross-présentation par oxydation directe des lipides
endosomaux (Dingjan et al., 2016). Ceci constitue une nouvelle fonction cellulaire pour les
molécules ROS dans la régulation des réponses immunitaires contre les pathogenes et le
cancer (Dingjan et al., 2016). La rupture des membranes du phagosome peut étre un moyen

efficace d'introduire I'antigene dans la voie du CMH de classe I.

Rupture de la membrane du phagosome

\

Phagosome o oO

Figure 7 : Rupture de la membrane du phagosome par ROS. Une forte production de ROS par

NOX2 provoque la peroxydation des lipides de la membrane phagosomal et la fuite des antigénes ou

composants du phagosome vers le cytosol.

Enfin, il a été montré que I'enzyme IGTP (/FN-inducible ER-resident GTPase) pourrait étre
impliquée dans la cross-présentation (Bougneres et al., 2009). IGTP est présente dans les
corps lipidiques (ou lipid body, LB), et le RE. Elle a pour réle de réguler I'accumulation des LB
dans les DC. Il a été observé qu’un déficit ou une inhibition de IGTP diminue la formation de
LB dans les DC et altére leur capacité a cross-présenter. De plus, la fonction des DC a cross-
présenter est rétablie lorsque le gene qui code IGTP est réintroduit dans les DC. Ces résultats
suggerent que les corps lipidiques ont un role dans la cross-présentation. Cependant, rien
n’indique que IGTP favorise la cross-présentation a travers une déstabilisation directe des
membranes phagosomales permettant la délivrance d'antigéne au cytosol. Dés lors, le réle

des corps lipidiques dans la cross-présentation reste encore a élucider.
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3. Dégradation des antigenes
3.1. Dans la voie cytosolique

Dans la voie cytosolique, les protéines transférées dans le cytosol sont dégradées par
le protéasome avant d’étre transloquées vers le RE ou les endosomes/phagosomes
(Fonteneau et al., 2003; Guermonprez et al., 2003).

Le protéasome (ou protéasome 26S) est une protéase multicatalytique qui a une structure
cylindrique assemblée par de multiples protéines (da Fonseca et al., 2012). Elle est
constituée d’au moins 45 chaines polypeptidiques, qui dégrade les protéines par un
mécanisme nécessitant I’hydrolyse d’ATP (Ciechanover et al., 2012). Elles générent des
fragments d’une longueur de 4 a 15 résidus qui pourront se fixer dans le sillon peptidique

des molécules de CMH-I. (Rock et al., 1994) (Figure 2).

De nombreuses études ont permis de mettre en évidence le réle du protéasome dans la
cross-présentation. En effet, la cross-présentation des DC murines ou humaines est inhibée
aprés traitement avec des inhibiteurs du protéasome tels que la lactacystine ou MG132
(Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995; Kubiczkova et al., 2014; Shen et al.,, 1997)
confirmant que le protéasome est nécessaire pour générer les peptides pour la cross-

présentation par la voie cytosolique.

3.2. Dans la voie vacuolaire

La cathepsine S a été identifiée comme étant la protéase impliquée dans la cross-
présentation (Shen et al., 2004). Elle est sensible aux inhibiteurs de protéases (leupeptine ou
la chloroquine) (Chapman et al., 1997; Villadangos et al., 1999). Il a été montré qu’un déficit
en cathepsine S dans les macrophages et les DC inhibe la capacité des CPA a présenter
I'ovalbumine aux lymphocytes T CD8*. En revanche, |'absence des cathepsines B, L ou D
n’affecte pas la capacité des CPA a présenter I'antigéne que ce soit par la voie cytosolique ou
vacuolaire (Chen and Jondal, 2008; Shen et al., 2004).

Cependant, le role de la cathepsine S dans la génération de peptides pour étre apprétés aux
CMH-I n’est pas tres bien compris. L’hypothése est que la cathepsine S est probablement la

seule protéase active dans un environnement a pH alcalin (Chapman et al., 1997; Shi et al.,
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1992) alors que les autres cathepsines requiérent un pH acide pour étre actives (Villadangos
et al., 1999) (Figure 3).

Il a été proposé que le choix de la voie cytosolique par rapport a la voie vacuolaire pour la
cross-présentation soit dicté par la forme de I'antigéne. En effet, il a été démontré chez la
souris, que les BMDC cross-présentent les antigenes dérivés de Toxoplasma gondii par la
voie cytosolique et les antigénes dérivés de la Leishmania par la voie vacuolaire (Bertholet et
al., 2006). De plus, il a été rapporté que la cross-présentation d’un antigéne modéle
(dipalmitoylated) par les BMDC est indépendante de TAP. En revanche, la forme non
conjuguée de l'antigéne modeéle est cross-présenter par la voie cytosolique (Shen et al.,
2014). En accord avec cela, il a été montré que les pDC humaines cross-présentent les
antigenes solubles et associés aux cellules par la voie cytosolique (Hoeffel et al., 2007;
Segura et al.,, 2013a) mais utilisent la voie vacuolaire pour cross-présenter des antigénes
viraux (Di Pucchio et al., 2008). De plus, les cDC1 humaines cross-présentent les antigénes
solubles en utilisant la voie cytosolique (Chiang et al., 2016; Jongbloed et al., 2010; Segura et
al.,, 2013a) mais la cross-présentation des complexes immuns est inhibée a la fois par les

inhibiteurs du protéasome et des protéases lysosomales (Flinsenberg et al., 2012).

Cependant, les mécanismes qui dictent le choix de la voie de cross-présentation restent mal

compris.

4. Chargement aux molécules du CMH de classe |

4.1. Mécanisme général de chargement aux CMH | (présentation directe)
La translocation des peptides antigéniques vers le RE est prise en charge par le
transporteur TAP associé a un transporteur ATP dépendant (Cresswell et al., 1999). Une fois
I'antigene transporté dans le réticulum endoplasmique, les peptides peuvent subir une
ultime étape protéolytique par des aminopeptidases ERAP1/2 (endoplasmic reticulum
aminopeptidase 1/2) (Rock et al., 2004) afin d’obtenir des peptides d’une longueur optimale
(entre 8-9 acides aminés) pour se fixer dans le sillon peptidique des molécules CMH-I
(Hammer et al., 2006; Saveanu et al., 2005; York et al., 2002).
La formation d’'un complexe entre un peptide et une molécule CMH-I implique I'action de

guatre protéines chaperonnes différentes dont les lectines (calnexine, calréticuline),
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I’enzyme ERp57 et la tapasine. Le complexe de chaines lourdes et légeres des molécules du
CMH sont ancrés aux pompes TAP par une interaction non covalente avec la protéine
chaperonne, tapasine. L’association des chaines lourdes HLA avec la B2-microglobuline (B2m)
est accompagnée par le remplacement de la calnexine par la calréticuline, et I'enzyme
ERp57, qui est une oxydoréductase qui forme des ponts disulfures avec la tapasine
(Ackerman et al.,, 2003; Cresswell et al., 1999). La tapasine est une protéine
transmembranaire, elle interagit ensuite avec la protéine TAP et permet I'association des

fragments peptidiques aux molécules du CMH-I (Figure 8).

_—

Golgi
ERAP1

= @ CES

‘e ol O."o

N

ERp57

CRT e

HLAI
nascent s () E'%Mm .

mature
5D HLAI

ER

Native proteins
- self origin (cellular) Proteasome
—

- pathogenic origin

Figure 8 : Chargement des peptides antigéniques aux CMH de classe |. Les peptides sont

transloqués dans le RE via les transporteurs TAP. Dans le RE, les peptides sont a nouveaux dégradés
par des aminopeptidases, ERAP1 et ERAP2 et sont chargés sur les molécules du CMH de classe | avec
I'aide du complexe de chargement peptidique (Tapasine, ERp57, B2m, la calnexine et la calréticuline).
Abréviations : CNX, Calnexine ; CRT, (Calréticuline) ; B2m, B.-microglobuline). Adapté de (Badrinath
et al., 2014).
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4.2. Transport des peptides pour la cross-présentation: réticulum

endoplasmique versus phagosomes

Les peptides générés dans le cytosol sont transportés vers le RE grace au
transporteur TAP. Par la suite, toutes les étapes subséquentes sont essentiellement les
mémes que celles pour la présentation aux CMH-I des antigenes endogenes.

Cependant, certains phagosomes contiennent aussi le transporteur TAP (Houde et al., 2003)
ce qui suggéere que certains antigénes, apres dégradation dans le cytosol, puissent retourner
dans les phagosomes. Il a également été démontré que cela peut se produire dans des
phagosomes isolés (Ackerman et al., 2003). Cependant, il n’est pas exclu que I'importation
des peptides dans les phagosomes puisse étre indépendante de TAP (Lawand et al., 2016)
(Figure 2).

De nombreuses études ont démontré que la bréfeldine A, un inhibiteur du trafic de
protéines du RE a I'appareil de Golgi, affecte la capacité des DC a cross-présenter (Fonteneau
et al., 2003; Haan et al., 2000; Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995; Norbury et al., 1997),
indiquant que le chargement des peptides s’opéere dans le RE pour la cross-présentation.
Généralement, les peptides transportés par TAP vers le RE présentent souvent une séquence
d'acides aminés plus longue que celle optimale pour le chargement du CMH de classe |
(Cascio et al., 2001). Dans ce cas, les peptides subissent une ultime étape protéolytique par
les aminopeptidases ERAP1/2 afin d’obtenir des peptides d’une longueur optimale pour se
fixer dans le sillon peptidique des molécules CMH-I (Hammer et al., 2006; Rock et al., 2010;
Saveanu et al., 2005; Serwold et al., 2002; York et al., 2002). Des études montrent chez les
souris déficientes en ERAP une altération de la cross-présentation par les DC (Firat et al.,
2007; Yan et al., 2006), ce qui suggére que le chargement des peptides aux CMH-I est réalisé
dans le RE (Figure 2).

Il a été proposé qu’un membre de la famille des aminopeptidases « IRAP » (insulin-requlated
aminopeptidase) puisse étre impliquée dans la cross-présentation. Contrairement a ERAP,
IRAP est localisée dans des compartiments endosomaux. Il a été observé qu’une délétion ou
une inhibition de IRAP altere la cross-présentation des antigénes solubles et particulaires par
les DC (Saveanu et al.,, 2009, 2013; Weimershaus et al., 2012), ce qui suggére que le

chargement des peptides aux molécules du CMH-I a lieu dans les phagosomes. D'autres
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résultats soutiennent ce concept. En effet, il a été montré que le complexe CMH-I/peptide
(OVA) est présent dans le compartiment phagosomal (Ackerman et al., 2006; Basha et al.,
2008; Burgdorf et al., 2008; Guermonprez et al., 2003).

De plus, dans les BMDC et les mo-DC humaines, la machinerie de glycosylation du RE est
recrutée dans les phagosomes, ce qui est mis en évidence par la N-glycosylation de peptides
internalisés (Ackerman et al., 2006; Cebrian et al., 2011).

Il a également été montré que la maturation des phagosomes est retardée chez les BMDC et
les souris déficientes en IGTP (impliquée dans la formation des corps lipidiques), entrainant
une diminution de la capacité des DC in vitro et in vivo a cross-présenter des antigénes

particulaires (Bougnéres et al., 2009).

Enfin, la protéine SNARE Sec22b joue un role dans la cross-présentation. Cette protéine est
présente dans le compartiment intermédiaire du réticulum endoplasmique-Golgi (ERGIC) et
est impliqué dans les interactions RE-phagosome en se liant avec la syntaxine 4 (Cebrian et
al.,, 2011). Un déficit d’expression de Sec22b par les cellules dendritiques entraine une
dégradation rapide des antigénes dans le compartiment endosomal, conduisant a une
inhibition de I'export de I'antigéne au cytosol et de [I'efficacité a cross-présenter.
Récemment, il a été démontré, in vivo, qu’un déficit en Sec22b par les cellules dendritiques
entraine une diminution de la capacité des DC a cross-présenter et a induire une réponse T
CD8* cytotoxique contre les cellules nécrotiques et des tumeurs (Alloatti et al.,, 2017).
Cependant le role de Sec22b dans la cross-présentation reste controversé, car une autre
étude récente a montré que l'inhibition de Sec22b dans les DC spléniques et les BMDC
n’affecte pas leur capacité a cross-présenter des antigénes solubles et particulaires (Wu et

al., 2017).

En résumé, la protéine Sec22b, en plus de son réle dans I'export des antigenes exogenes au
cytosol, est probablement impliquée dans le transport des protéines du RE vers les
phagosomes. Néanmoins, le réle de la protéine Sec22b dans la cross-présentation reste a

étre confirmé (Figure 9).
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Figure 9: Recrutement des composants du RE aux phagosomes par Sec22. La protéine

SNARE Sec22b est impliquée dans les interactions RE-phagosome en se liant avec la syntaxine 4.

Adapté de (Cebrian et al., 2011).

4.3. Traffic des molécules CMH-I vers les endosomes pour la cross-

présentation

Pour générer des complexes peptide-CMH de classe | dans le compartiment
endocytaire, les molécules du CMH-I doivent étre dans le phagosome et / ou les endosomes.
L'un des moyens par lesquels les molécules du CMH-I peuvent étre recrutées dans les
endosomes et les phagosomes est le recyclage a partir de la surface cellulaire (Basha et al.,
2008; Lizée et al., 2003; Ramachandra et al., 1998).

La cross-présentation par la voie cytosolique est inhibée lorsque les DC sont traitées avec de

la primaquine, un inhibiteur du recyclage des CMH-I dans les endosomes (Burgdorf et al.,
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2008), ce qui suggere que le recyclage des molécules CMH-I depuis la surface cellulaire est
important pour la cross-présentation. Dans les pDC humaines, la présence des molécules de
CMH-I dans les phagosomes a été confirmée par microscopie. Dans cette étude, la cross-
présentation des antigénes viraux par les pDC est altérée aprées traitement a la primaquine

(Di Pucchio et al., 2008).

D’autres molécules impliquées dans le recyclage des molécules du CMH-I dans les
endosomes sont importantes pour la cross-présentation, telles que les molécules Rab3b,
Rab3c et Rab22b, (Cebrian et al., 2016; Weigert et al., 2004; Zou et al., 2009). De plus, il a
été observé que les molécules du CMH-I sont présentes dans les endosomes recyclés
Rab11a* (Figure 2 et 3). La signalisation par les TLR induit le transport de MHC-I par SNAP23
(une protéine de transport vésiculaire) des vésicules de recyclage vers les phagosomes (Nair-
Gupta et al., 2014) (Figure 2). Une délétion de Myd88 ou Rab1la inhibe le traffic des CMH-I

et la cross-présentation des antigénes associés aux TLR.

Un autre mécanisme potentiel est le trafic des molécules du CMH | directement du RE vers
les endosomes/phagosomes. Il a été proposé que CD74, la chaine invariante, est impliquée
dans le transport direct de molécules du CMH-I nouvellement synthétisées du RE vers les
compartiments endocytaires (Figure 2). En effet, la cross-présentation des antigénes
solubles et cellulaires est séverement diminuée dans les BMDC et les DC spléniques
déficientes en CD74, mais une reconstitution de I'expression de CD74 dans ces DC rétablit
leur capacité a cross-présenter (Basha et al., 2012). Le r6le de CD74 dans la cross-
présentation est controversé, car il a également été montré qu’un déficit d’expression de
CD74 n’affecte pas la capacité des mo-DC humaines, différenciés in vitro en présence de
GM-CSF/IL4, a cross-présenter (Ma et al., 2016). Ce qui suggere que les mo-DC GMCSF/IL4,
contrairement aux BMDC et les DC spléniques, ne chargent pas les peptides aux molécules
du CMH-I provenant du RE. De plus, Ma et al ont observé que la primaquine, qui bloque le
recyclage des molécules du CMH-I, n‘impacte pas la capacité des mo-DC humaines a cross-
présenter. Dans ce cas, il est donc probable que les molécules du CMH-I présentes dans les
phagosomes ne proviennent pas de la surface cellulaire mais de molécules de CMH-I

nouvellement formées (Ma et al.,, 2016). Ces résultats suggérent que les mo-DC chargent
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leur peptide aux molécules du CMH-I nouvellement synthétisées, par échange de peptides

dans des vésicules distinctes du RE et du recyclage de la membrane plasmique.

Dans le RE, les molécules MHC-I « vides » sont stabilisées par les protéines chaperonnes
jusqu'a ce qu'elles se lient au peptide. Les molécules de CMH-I dans les endosomes sont
instables avant I'acquisition de peptides pour la cross-présentation (Ljunggren et al., 1990). Il
a été proposé que les molécules du CMH-I transportées vers les phagosomes sont déja
couplées a des peptides (qui stabilisent le CMH-I) (Baleeiro et al., 2015; Burgdorf et al.,
2008). Concernant les molécules de classe | recyclées depuis la surface cellulaire, elles sont
déja associées a des peptides, empéchant en théorie |'acquisition de nouveaux peptides
(Abdel Motal et al., 1993). Néanmoins, il a été mis en évidence I'échange de peptides dans

les compartiments endosomaux a pH bas (Grommé et al., 1999).

En résumé, ces résultats suggérent que deux voies pourraient coexister dans les DC pour le
trafic du CMH de classe | vers les endosomes : livraison des molécules du CMH classe |
nouvellement formées a partir du RE et recyclage des molécules du CMH-I de classe | depuis

la surface cellulaire.

D. Régulation de la cross-présentation

1. Régulation positive de la cross-présentation

Les DC expriment plusieurs membres de la famille des récepteurs Toll-like (TLR)
(Hemmi et al., 2003; Imler and Hoffmann, 2003; Medzhitov and Janeway, 2002; Takeda and
Akira, 2001). De nombreux travaux ont montré que les TLR jouent un réle dans la cross-
présentation car ils peuvent reconnaitre et interagir avec les motifs moléculaires associés
aux pathogenes (PAMP) (Medzhitov and Janeway, 2002) ou des motifs moléculaires associés
aux dommages cellulaires (DAMP) (Shi et al., 2003; Woo et al., 2014), induisant la
maturation des DC, l'augmentation de l'expression des molécules costimulatrices, de la
capture de I'antigéne et du chargement des peptides sur les molécules du CMH-I (Maurer et

al., 2002; Weck et al., 2007).
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Différentes études ont montré que la stimulation des TLR4, TLR7 et TLR9 favorise la cross-
présentation d’antigenes solubles (Burgdorf et al., 2008; Crespo et al., 2013; Datta et al.,
2003). Chez la souris, la stimulation du TLR-4 entraine une augmentation du transporteur
TAP au niveau des endosomes, qui permet la translocation des peptides générés par le
protéasome dans les endosomes ou ils sont chargés sur la molécule du CMH-I (Burgdorf et
al.,, 2008). La stimulation du TLR -4 permet également le recrutement de NOX2 dans les
phagosomes, ce qui conduit a la production de ROS. La production de ROS va augmenter le
pH dans le phagosome et limiter la dégradation de I'antigéne qui est essentielle pour la
cross-présentation (Ding et al., 2016; Elsen et al., 2004).

Une autre étude suggére que TLR 2 est impliqué dans |'export des antigenes vers le cytosol
via le recrutement de Sec61 dans les phagosomes (Ackerman et al., 2006; Zehner et al.,
2015). Cependant, ces résultats restent controversé car chez 'homme il a été montré que
Sec61 n’affecte pas I'export de I'antigéne vers le cytosol mais diminue I'expression des

molécules de CMH-I et la B2-globuline (Grotzke et al., 2017; Ménager et al., 2014).

De plus, la stimulation des TLR 4 et 7 peut également inhiber la fusion des phagosomes avec
les lysosomes (Alloatti et al., 2015; Crespo et al., 2013), limitant I'acidification dans les
compartiments endosomaux et la dégradation des antigénes exogénes, ce qui favorise le

chargement des peptides aux molécules du CMH-I et la cross-présentation par les DC.

Enfin, il a été démontré que la stimulation de TLR4 induit le transport des molécules du
CMH-I via SNAP23 (une protéine de transport vésiculaire) des vésicules de recyclage vers les

phagosomes pour la cross-présentation (Nair-Gupta et al., 2014).

Ces résultats mettent en évidence que la signalisation par les TLR module I'efficacité de la
cross-présentation via la maturation des phagosomes (régulation du pH et de la fusion des
phagosomes avec les lysosomes) mais aussi en adaptant le phagosome pour accumuler un

nombre suffisant de CMH-I pour une cross-présentation optimale.

En plus des récepteurs TLR, il a été démontré que les cytokines inflammatoires, telles
que l'interféron de type | IFN-a/B, sont impliquées dans la cross-présentation.
In vivo, il a été démontré que la capacité des cDC1 murines déficientes en interféron de type

| a cross-présenter les antigénes tumoraux aux lymphocytes T CD8+ est altérée (Diamond et
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al., 2011).

Chez la souris, il a été montré que l'interféron de type | augmente la cross-présentation
d’antigene exogéne par les cDC1. En effet, in vivo, I'IFN-I induit la maturation des DC et la
cross-présentation des protéines virales ou d’antigene soluble (OVA) aux lymphocytes T CD8
(Le Bon et al., 2003). Une autre étude a également montré que I'lFN de type |, in vivo et in
vitro, induit la cross-présentation par les cDC1 murines de cellules tumorales irradiées

(Diamond et al., 2011).

Chez I’'homme, la stimulation des cDC du sang avec de I'IFN de type | augmente I'expression
des molécules du CMH-I, CD40, CD80, CD86 et CD83 et la capacité des cDC a cross-présenter
les antigenes tumoraux aux lymphocytes T CD8+ (Ito et al., 2001; Schiavoni et al., 2013). De
plus, I'IFN-I soutient la différenciation des monocytes humains en DC. |l a été démontré, en
utilisant des DC dérivées de patients atteints de leucémie myéloide chronique ou infectés
par un virus, que I'IFN-I augmente la capacité des mo-DC a cross-présenter les antigenes

viraux ou associées aux tumeurs (Gabriele et al., 2004; Lapenta et al., 2006).

Dans les cas de cancer, il a été démontré que l'interféron [3 joue un réle clé dans la réponse
anti-tumorale. En effet, la réponse T CD8 est affectée uniquement chez les souris avec un
déficit en STING (impliqué dans la reconnaissance d’ADN cytosolique), qui est un stimulateur

des genes de l'interféron, (Woo et al., 2014).

Toutes ces études montrent que les récepteurs TLR et linterféron de type | peuvent
augmenter la cross-présentation par les DC et la réponse cytotoxique anti-infectieuse ou

anti-tumorale.

2. Régulation négative de la cross-présentation

Toutefois, la temporalité de la stimulation des DC est importante car les DC matures
sont moins efficaces pour présenter de nouveaux antigenes.
En effet, Il a été montré que la cross-présentation d’antigénes particulaires est altérée
uniquement chez DC présentant un phénotype mature, qui ont été stimulées durant 22h
avec des agonistes de TLR4 (LPS) et TLR9 (TNF-a, CpG) (Wagner et al., 2013). Ces travaux

montrent que la diminution de la capacité a cross-présenter est corrélée avec une
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augmentation de pH dans les phagosomes. Néanmoins, la dégradation des antigéenes
particulaires n’est pas augmenté chez les DC matures, ce qui suggere que la diminution du
pH phagosomal régule la cross-présentation par un autre mécanisme que la dégradation de

I'antigéne.

De plus, une infection systémique ou une stimulation constante des TLR peuvent inhiber la
cross-présentation par les DC et la réponse CTL (Wilson et al., 2006). Cependant, il a
récemment été suggéré que la faible capacité des DC a cross-présenter dans ces
circonstances est due au microenvironnement immunosuppresseur établi lors de la primo-
infection. En effet, les DC sécrétent du TGF-B ce qui favorise I'accumulation des lymphocytes

T régulateurs (Askenase et al., 2015; Roquilly et al., 2017).

Cependant, les mécanismes impliqués dans la régulation de la cross-présentation par les
ligands de TLR ne sont pas encore bien connus. Plusieurs hypothéses ont été émises telles
que:

1) Dans les DC matures, I’internalisation des antigénes exogenes est diminuée (Gil-
Torregrosa et al., 2004; Weck et al., 2007; Wilson et al., 2006). Cependant, d’autres études
montrent que la capacité des DC a cross-présenter est indépendante de la capture antigénique
(Datta et al., 2003; Wagner and Cresswell, 2012).

2) Une diminution du pH dans les phagosomes des DC matures (Wilson et al., 2006).

3) Inhibition de I’export de 1’antigéne vers le cytosol (Gil-Torregrosa et al., 2004).
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Partie Il : Cellules myéloides mononucléaires humaines

La cross-présentation et I'activation des lymphocytes T pour induire une réponse
immunitaire adaptative, sont effectuées par des CPA. Les CPA sont des cellules myéloides
mononucléées phagocytaires (MPS : mononuclear phagocyte system). Dans cette 3°™e partie,

je vous présenterai les différentes populations de MPS et leurs fonctions.

Il existe trois grands types de MPS : les monocytes, les macrophages et les DC (van Furth et
al., 1972; Yona and Gordon, 2015).

Les phagocytes mononuclées jouent un réle clé durant le développement, dans le maintien
de I'homéostasie tissulaire ainsi que dans la réparation tissulaire aprés un traumatisme. De
plus, les cellules myéloides mononucléées, en particulier les cellules dendritiques, ont la
capacité de présenter des antigénes aux lymphocytes T permettant l'initiation de la réponse

immunitaire adaptative (Davies et al., 2013; Ginhoux and Jung, 2014; Wynn et al., 2013).

Distinguer les MPS les unes des autres, a savoir les DC classiques, les macrophages résidents
des tissus, les monocytes et les cellules dérivées des monocytes, s'est révélé difficile car ces
populations cellulaires partagent certains marqueurs de surface dont l'expression peut
changer en fonction du tissu de résidence et des stimuli inflammatoires. Des analyses
récentes ont apporté de nouvelles perspectives sur I'ontogenese et le développement de
différentes cellules myéloides mononucléaires (Becher et al., 2014; Ginhoux and Jung, 2014).
Par conséquent, la nomenclature actuelle est principalement basée sur |'ontogenese

(Guilliams et al., 2014; Reynolds and Haniffa, 2015; See et al., 2017).

A. Monocytes

Les monocytes sont principalement présents dans la moelle osseuse, le sang
périphérique et la rate (Geissmann et al., 2003; Lee et al., 2015a; Swirski et al., 2009; Yona et
al., 2013). Les monocytes constituent une population hétérogene et different par leur
phénotype, leur taille, leur morphologie et leur profil transcriptionnel (Cros et al., 2010;
Geissmann et al., 2003; Ingersoll et al., 2010; Wong et al., 2011). Chez la souris, deux
populations de monocytes ont été décrites: Ly6C" CCR2* CX3CR1" et Ly6C'® CCR2" CX3CR1M,

43



Introduction

représentant respectivement des monocytes classiques et non classiques (Geissmann et al.,
2003). Chez I’'homme, trois principales populations de monocytes ont été décrites : les CD14*
CD16™ (monocytes classiques) qui représente environ 85% des monocytes circulants, les
CD14*CD16* (monocytes intermédiaires) et les CD14°CD16* (monocytes non classiques)
(Passlick et al., 1989; Patel et al., 2017a; Wong et al., 2011).

Les monocytes proviennent d’un précurseur hématopoiétique présent dans la moelle
osseuse, appelé progéniteur commun des monocytes (cMoP; common monocytes
progenitor) et identifié chez la souris et 'homme (Hettinger et al., 2013; Kawamura et al.,
2017). Leur différenciation dépend du récepteur au M-CSF (Monocyte-Colony Stimulating
Factor) (Rongvaux et al., 2014) (Figure 10).

Moelle osseuse Sang

Monocyte

Figure 10 : Ontogénie des monocytes

Les monocytes dérivent de précurseurs hématopoiétiques de la moelle osseuse. Les MDP, en
présence de M-CSF, se différencient en cMoP puis en monocytes qui rejoindront la circulation
sanguine. Abréviations : HSC, cellules souches hématopoiétique ; MDP, précurseur de monocytes et

de DC; cMoP, progéniteur commun des monocytes.

Récemment, il a été montré chez la souris que 24h aprés transplantation de monocytes
LyC6", les monocytes transférés perdent progressivement le marqueur de surface Ly6C,
donnant naissance a des monocytes LyC6 intermédiaire et enfin a des monocytes LyC6'".
Ces données ont également été confirmées par Single Cell RNA-seq, ou la signature
moléculaire des monocytes LyC6* se déplace vers un profil de monocytes LyC6"". Ceci
indique que les monocytes Ly6C* représentent une population cellulaire instable avec un
potentiel de différenciation par défaut vers les monocytes Ly6C'*" (Mildner et al., 2017). Les

mémes observations ont été montrées chez I'homme, ou les monocytes classiques
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(CD14*CD16°) aprés 24h se différencient d’abord en monocytes intermédiaire puis en
monocytes CD16*CD14 (Patel et al., 2017a) (Figure 11).

Ces travaux montrent, chez 'lhomme et chez la souris, que les monocytes CD14* ou LyC6*
sont programmés pour se différencier spontanément et par défaut en monocytes CD16* ou
LyC6'°%, s’ils ne sont pas recrutés dans les tissus. Au cours de I'inflammation, les monocytes
présents dans le sang périphérique sont recrutés via le récepteur de chimiokine CCR2
(Serbina and Pamer, 2006) au niveau des tissus inflammés ou ils se différencient soit en DC
ou en macrophages, qui sont appelés mo-DC et mo-Mac respectivement. Nous aborderons

plus en détail les DC dérivées des monocytes dans la 4™ partie.

Tissus périphériques Figure 11 : Différenciation des monocytes
CD14".
Les monocytes CD14* se différencient en

Inflammation

- @

monocytes intermédiaires puis en monocytes
CD16" Dans des conditions inflammatoires, les
monocytes CD14* sont recrutés dans les tissus
inflammés via CCR2 et se différencient en mo-

Mac ou mo-DC

mo-DC S

CCR2
@ é 5 %
Monocyte CD14 Monocyte mtermedlalre Monocyte CD16+
Sang cb14*cp16”
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B. Macrophages

Les macrophages dans les tissus jouent un role dans le développement et ['homéostasie
tissulaire, grace a I’élimination des cellules sénescentes, au remodelage et a la réparation
des tissus aprés l'inflammation (Geissmann et al., 2010; Gordon, 1998). Les macrophages
présentent également des spécialisations fonctionnelles en fonction de leur localisation
tissulaire (cellules de Kupffer du foie; les macrophages alvéolaires, spléniques et
péritonéaux, etc.) (Gale et al., 1978; Ginhoux et al., 2010; Thomas et al., 1976; Yona et al.,
2013).

1. Les macrophages dérivés des précurseurs embryonnaires

Chez la souris et chez I'homme, les macrophages tissulaires dérivent de cellules
souches embryonnaires qui colonisent les tissus avant la naissance et qui se maintiennent
ensuite a I'dge adulte, indépendamment de la reconstitution par les monocytes sanguins
(Hashimoto et al., 2013; Mass et al., 2016; Soucie et al., 2016; Yona et al., 2013).

Le développement et I'ontogénie des macrophages ont été initialement décrits chez la
souris, mettant en évidence que les macrophages se développent dans I'embryon (sac
vitellin; YS) avant [I'apparition des cellules souches hématopoiétiques (HSC) et
indépendamment du facteur de transcription Myb (qui est nécessaire pour les HSC et les
monocytes). Ces résultats définissent une lignée de macrophages tissulaires provenant du YS
et qui sont génétiquement distincts des autres cellules mononucléées phagocytaires (Gomez

Perdiguero et al., 2015; Schulz et al., 2012).

Chez I'homme, la différenciation des macrophages est dépendante des facteurs de
transcription Runx1 et Spll mais indépendante de Myb (Buchrieser et al., 2017; Karlsson et

al., 2008; van Wilgenburg et al., 2013).

La capacité des macrophages a s’auto-renouveler a été confirmée par différentes études. En
effet chez la souris, aprés déplétion des macrophages pulmonaires, il a été démontré que la
repopulation des macrophages se faisait par prolifération cellulaire stochastique in situ
dépendante des facteurs M-CSF et GM-CSF (Hashimoto et al., 2013). De plus chez 'homme,

il a été constaté qu'aprés une greffe de moelle osseuse, les macrophages de la peau
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conservaient la capacité de se développer et restent présent au moins plusieurs mois apres
la transplantation, contrairement aux DC dermales qui sont rapidement déplétées (Haniffa
et al., 2009). Il a également été observé chez les patients avec une mutation du facteur de
transcription GATA2 ou IRF8 une absence de tous les monocytes sanguins; malgré cela, les
patients ne présentent pas de défaut du nombre de macrophages dermiques et
pulmonaires, suggérant que le développement des macrophages résidents est indépendant

des monocytes sanguins (Bigley and Collin, 2011; Hambleton et al., 2011).

2. Impact des facteurs environnementaux sur la différenciation des macrophages

Les macrophages sont des cellules hétérogénes, bien qu’ils proviennent de
progéniteur embryonnaire commun, ils présentent des profils transcriptionnels distincts
selon leur localisation tissulaire (Gautier et al., 2012).

Différentes études ont permis de démontrer que les facteurs environnementaux influencent
la spécialisation des macrophages résidents dans les tissus. En effet, il a été rapporté que les
facteurs de transcription, spécifiques aux tissus, dictent le programme transcriptionnel, dans
les macrophages. Dans la rate, le facteur de transcription Spi-c est essentiel pour le
développement des macrophages présents dans la pulpe rouge (Haldar et al.,, 2014;
Kohyama et al., 2009), le récepteur nucléaire LXRa controle la spécialisation fonctionnelle
des macrophages dans la zone marginale de la rate (A-Gonzalez et al., 2013) et des
macrophages dans les cellules de Kupffer (Joseph et al., 2004). Le facteur de transcription
NFATc1 est essentiel pour la différenciation des progéniteurs embryonnaires en macrophage
(Takayanagi et al., 2002). La délétion de ces facteurs de transcription entraine I'ablation des
sous-populations de macrophages dans les différents tissus. Dans le péritoine, I'acide
rétinoique (RA) stimule I'expression du facteur de transcription Gata6 et contribue ainsi a la
polarisation des macrophages (Okabe and Medzhitov, 2014). De plus, il a été mis en
évidence que les facteurs de transcriptions spécifiques aux tissus ou au lineage controlent
['état épigénomique, des macrophages résidents dans les tissus et conduit a une
hétérogénéité des macrophages tissulaires (Gosselin et al., 2014; Lavin et al., 2014).

Ces données fournissent des preuves que l'environnement tissulaire régit le programme
transcriptionnel dans les macrophages et que leur différenciation n’est pas dictée par leur

ontogénie (Gautier et al., 2012)
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3. Les macrophages dérivés des monocytes (mo-Mac)

La plupart des macrophages résidents dans les tissus sont maintenus
indépendamment du systéme monocytaire sanguin a I'exception des macrophages au
niveau des muqueuses (peau et intestin) (Rivollier et al., 2012; Tamoutounour et al., 2013).
De plus, durant I'inflammation et le vieillissement, les macrophages sont renouvelés par des
monocytes dérivés de la moelle osseuse afin de remplacer les macrophages résidents (Bain

et al., 2014; Hashimoto et al., 2013; Molawi et al., 2014; Yona et al., 2013).

4. Fonctions des macrophages dans la présentation d’antigéne

Les macrophages sont considérés comme des cellules du systéme immunitaire inné
qui limitent la propagation des pathogénes par la phagocytose (Seiler et al., 1997) et la
dégradation (Klaas and Crocker, 2012; Oehen et al., 2002). IIs sont localisés a des points
d'entrée stratégiquement importants, tels que le sinus sous-capsulaire des ganglions
lymphatiques (Kastenmdiller et al., 2012), la zone marginale et les zones de la pulpe rouge de
la rate, ou ils capturent et filtrent les agents pathogénes (Aichele et al., 2003; Aoshi et al.,
2009; lannacone et al., 2010).

Les macrophages ne sont généralement pas efficaces pour initier la réponse immunitaire
adaptative via l'activation des lymphocytes T (Aichele et al., 2003). Néanmoins, il a été
démontré que les macrophages CD169*, présents dans la zone marginale de la rate ou le
sinus sous-capsulaire des ganglions lymphatiques, sont capables d’induire une réponse T
CD8 cytotoxique. En effet, il a été démontré chez les souris déplétées en DC, que les
macrophages CD169* présentent efficacement les antigenes viraux, des antigenes
particulaires ou solubles aux LT et induisent la réponse CTL (Bernhard et al., 2015; Veninga
et al., 2015).

En plus de leur capacité a induire une réponse CTL, les macrophages CD169* sont également
capable de présenter I'antigéne OVA aux LT CD4 donnant naissance a des lymphocytes Tfh
et aux lymphocytes B (LB) pour induire une réponse humorale (Phan et al., 2007). Il a été
montré que les macrophages CD169* retiennent I’Ag internalisé dans leur compartiment
phagosomal pendant environ 2 jours, suggérant que ces macrophages possedent une faible

activité protéolytique qui est essentielle pour le « priming » des LB (Junt et al., 2007; Phan et
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al., 2007). Cependant le réle des macrophages dans I'induction des réponses humorales et
CTL reste controversé. Une autre étude a montré par cytométrie en flux et par microscopie a
fluorescence, que les cellules CD169* dans les ganglions lymphatiques mésentériques,
expriment le facteur de transcription zbtb46, qui est spécifique des cDC mais pas par les pDC
et les macrophages. Ce qui suggére que les macrophages CD169* sont en réalité une sous-

population de cDC (Satpathy et al., 2012).

C. Les cellules dendritiques
1. Définition des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques ont été identifiées pour la premiere fois par Paul Langerhans
en 1868 au niveau de I'épiderme. Ces cellules comportent de longs prolongements
cytoplasmiques, ressemblant fortement aux dendrites des cellules neuronales d’ou |'origine
du nom : cellules dendritiques. Aprés cent ans, I’équipe de Ralph Steinman et Cohn découvre
les DC chez la souris et caractérisent ces cellules comme étant des cellules présentatrices
d’antigéne (CPA) (Steinman and Witmer, 1978; Steinman et al., 1974, 1979). Les cellules
dendritiqgues ont la capacité de capturer des antigenes et de migrer vers les organes
lymphoides secondaires ou elles vont activer efficacement les lymphocytes T naifs (Robbins
et al., 2008; Shortman and Liu, 2002; Steinman and Hemmi, 2006; Steinman and Witmer,

1978).

2. Diversité des cellules dendritiques

Les DC constituent une population hétérogéne. Les sous-populations de DC se
distinguent par leur phénotype, leur localisation, leur ontogénie mais aussi par certaines

propriétés fonctionnelles.

Les DC peuvent étre séparées en deux grandes catégories: les DC résidentes et les DC
migratoires. Les DC résidentes sont localisées dans les organes lymphoides secondaires
(ganglions lymphatiques, rate et amygdales). Les DC migratoires sont dans un premier
temps localisées au niveau des tissus périphériques (peau, foie, poumon, rein, intestin et
autres organes). Les DC migratoires migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques

drainants via la lymphe afin de présenter les antigenes aux lymphocytes T (Braun et al.,
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2011; Ulvmar et al., 2014; Wilson et al., 2008). Les mémes observations ont été retrouvés
chez ’'homme (Haniffa et al., 2012; Mcllroy et al., 2001; Morandi et al., 2013; Segura et al.,
2012).

Ces deux populations de DC peuvent étre distinguées par leur phénotype et leur différence
d’expression des marqueurs de maturation. Contrairement aux DC migratoires, les DC
résidentes présentent un phénotype « immature » en |'absence d’infection (Segura et al.,

2013a; Wilson et al., 2003) (Tableau 1 et 2).

De nombreuses études chez la souris ont montré qu’au sein de ces deux grandes catégories
de DC il existe plusieurs sous-populations de DC distinctes qui peuvent étre classé en

fonction de leur ontogénie (Figure 12) :

- Les pDC : elles sont considérés comme des DC résidentes, cependant elles ont la capacité
de migrer vers les tissus périphériques durant I'inflammation. Le développement des pDC est
dépendent des facteurs de transcription BCL11A (B-cell lymphoma/leukemia 11A) et E2-2
(Cisse et al., 2008; Ippolito et al., 2014).

-_les DC classiques de type 1 (cDC1) : elles sont résidentes (CD8*) ou migratoires (CD103*

Langerin®). Leur développement dépend des facteurs de transcription IRF8 et Batf3 (Edelson

et al., 2010; Ginhoux et al., 2009; Hildner et al., 2008).

- les DC classiques de type 2 (cDC2): elles sont résidentes (CD8CD11b*) ou migratoires

(CD11b*). Leur différenciation dépend des facteurs de transcription RelB et IRF4 (Schlitzer et
al., 2013; Wu et al., 1998) et aussi de Notch2 (Lewis et al., 2011).

- les cellules de Langerhans : elles sont présentes dans la peau et dans les muqueuses

buccale et vaginale, et sont migratoires. Les cellules de Langerhans dérivent de monocytes
embryonnaires qui ensemencent les tissus avant la naissance (Hoeffel et al., 2012). Leur
différenciation dépend de CD115 / MCSF-R et du ligand IL-34 (Greter et al., 2012a; Wang et
al., 2012). En conséquence, il a été proposé que les cellules de Langerhans pourraient étre

considérées comme des macrophages plutét que comme DC (Guilliams et al., 2014).
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- les DC dérivées de monocytes (mo-DC) : elles peuvent étre présentes dans les tissus

périphériques en I'absence d'inflammation: dans l'intestin (Bogunovic et al., 2009; Varol et
al.,, 2009), le muscle (Langlet et al., 2012) ou la peau (Tamoutounour et al., 2013) et le
péritoine (Goudot et al., 2017).

Durant l'inflammation les monocytes sont recrutés au site d'inflammation ou ils peuvent se
différencier in situ en cellules exprimant des marqueurs de DC classiques (CD11c et CMH de
classe 1) et présenter certaines caractéristiques fonctionnelles des DC (migration vers les
ganglions lymphatiques et la capacité de présentation antigénique) : ces cellules ont donc
été identifiées comme étant une population de DC et sont généralement appelées «DC
inflammatoires» (Segura and Amigorena, 2013). Leur développement dépend de CD115 /
MCSF-R (Greter et al., 2012b) mais aussi de IRF4 et AHR (Goudot et al., 2017).

Il a été démontré que les DC dérivées de monocytes expriment le facteur de transcription
zbtb46, qui est spécifique des DC (Satpathy et al., 2012; Zigmond et al., 2012). Je
développerai plus en détails les DC dérivées des monocytes et leur différenciation dans la

48me partie.

Grace aux analyses transcriptomiques comparatives, il a été montré que les sous-
populations de DC sont conservés chez les mammiferes : les ovins (Contreras et al., 2010) la
souris (Robbins et al., 2008), les macaques (Dutertre et al., 2014) 'homme (Crozat et al.,

2011) et le porc (Marquet et al., 2014).

La conservation des signatures génétiques et des marqueurs phénotypiques montrent que
les DC humaines Clec9A*/CD141* (cDC1) sont homologues aux CD8*DC murines et les DC
humaines CD1c*/BDCA1* (cDC2) sont homologues aux CD11b DC murines (Haniffa et al.,
2012; Robbins et al.,, 2008; Watchmaker et al., 2014)(Tableau 1 et 2). Cependant, les
facteurs de transcription impliqués dans la différenciation de ces deux populations de DC
chez I'homme peuvent étre différents de ceux de la souris, car une mutation de IRF8
provoque l'absence de toutes les sous-populations de cDC contrairement aux souris

(Hambleton et al., 2011).
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Les pDC (CD123*/BDCA2) ont été initialement décrites chez I'nomme (Cella et al., 1999) et

elles partagent un phénotype et des fonctions tres similaires avec les pDC murines. Leur

développement est dépendant de E2-2 (Nagasawa et al., 2008).

Les cellules de Langerhans humaines sont semblables aux cellules de Langerhans murines.

Elles sont localisées au niveau de I'épiderme et des muqueuses (Duluc et al., 2013; Nestle et

al., 1993). Les cellules de Langerhans humaines représentent une lignée distincte des DC et

des monocytes et ont la capacité de s’auto renouveler. En effet, il a été observé chez des

patients atteints d’'une mutation du facteur de transcription GATA2 I'absence des monocytes

dans le sang et de toutes les sous-populations de DC, mais pas des LC et des macrophages

(Bigley et al., 2011).

Les mo-DC humaines seront plus particulierement décrites dans la derniére partie.

Tableau 1 : Marqueurs phénotypiques des DC murines

Marqueurs cDC1 cDC2 pDC Cellules de DC dérivées
Langerhans des monocytes
CD11c + + - + +
BST2/CD137 | -immature -immature + - -immature
+mature +mature + mature

XCR1 + - - - -
Clec9A + - low - -
CcD103 + - - - -

+ intestin
CD11b - + ] ] +
Sirp-ou - + - + +
MR/CD206 - -résidents - - +

+ migratoires
Langerin/CD2 + - - + -
07
E-cadherin - - - + -
CDh14 - - - - +
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Tableau 2 : Marqueurs phénotypigues des DC humaines

Introducti

on

Marqueurs cDC1 cDC2 pDC CD1a+ DC CD14+ DC Cellules de Langerhans DC dérivées des monocytes
Derme Derme
CD11c + + - + + low +
BDCA2/CD303 - - + - - - -
BDCA3/CD141 + +/-immature - - + - _
+ mature
BDCA1/CD1c - + - + + + +
CD123 - - + - - - -
XCR1 + - - - - - -
Clec9A + - - - - B _
CD11b - + - + + + +
Sirp-a. - + - + + + +
MR/CD206 - - - + + - +
CDla - - - + - + +
CD14 - - - - + - +
FceRI - +sang - - - - +
- tissus
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3. Ontogénie

Les cellules dendritiques cDC1, cDC2 et pDC dérivent de progéniteurs présents dans
la moelle osseuse.
Chez la souris, comme chez 'homme, différents groupes ont identifié le progéniteur
commun des DC, appelé « CDP » (CDP common-Dendritic Cell Progenitor). Au cours de la
différenciation dans la moelle osseuse, les précurseurs MDP s’orientent soit vers la lignée
monocytaire (cMoP), soit vers la lignée dendritique (CDP). Les CDP vont donner naissance
aux pDC (dans la moelle osseuse) ou se différencier en précurseurs de DC (pré-DC) Les pré-
DC circulent dans le sang vers les organes lymphoides et les tissus périphériques. Elles
subissent alors un stade final de maturation avant de devenir des cDC (Breton et al., 20153,
2015b; Lee et al.,, 2015a; Liu et al., 2007, 2009; Naik et al., 2006). Leur différenciation est
dépendante du FIt3-L (Balan et al., 2014; Breton et al., 2015b, 2016; Lee et al., 20153;
Pulendran et al., 2000) (Figure 12).

Chez 'homme, les cDC sont présentes dans la circulation sanguine, il a donc été proposé que
les ¢cDC dans le sang ne soient pas complétement différenciées du fait qu’elles aient
conservé leur capacité a proliférer, contrairement aux pDC et aux cDC dans les organes
lymphoides (Nizzoli et al., 2013; Segura et al., 2012; Ziegler-Heitbrock et al., 2010). D’autres
études soutiennent I'hypothése de la plasticité des cDC du sang car les cDC2 du sang en
présence de TNFa et de TGF[3 peuvent se différencier en LC (Martinez-Cingolani et al., 2014;
Milne et al., 2015).

Des analyses transcriptomiques comparatives des différentes sous populations de DC
humaines provenant de différents tissus ont permis de montrer que le programme
transcriptionnel des sous-populations de DC est principalement dicté par leur ontogénie et
non par le microenvironnement tissulaire (Heidkamp et al.,, 2016; Miller et al., 2012).
Cependant, les sous-populations de DC présentes dans les tissus périphériques peuvent étre

influencé par des signaux provenant de leur tissu d’origine (Heidkamp et al., 2016).
Récemment, grace a des études par single-cell RNA-seq, il a été proposé que les précurseurs

de DC sont pré-déterminés pour se différencier en ¢cDC1 ou cDC2 (Breton et al., 2016;

Schlitzer et al., 2015). En effet, Siglec-H et Ly6C sont des marqueurs qui permettent de
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distinguer les sous-populations de pré-DC engagées dans la lignée cDC1 (Siglec-H Ly6C pre-
DC) ou la lignée cDC2 (Siglec-HLy6C* pre-DC)(Schlitzer et al., 2015). Chez I'homme, le
compartiment pré-DC contient des sous-populations distinctes, comprenant une sous-
population de pré-DC CD123"MCADM1°CD1c qui sont a un stade précoce (non engagé dans la
différenciation des cDC1 ou cDC2) et deux sous-populations de pré-DC CD45RA* CD123'"°ow
CADM1* (cDC1) et CD45RA* CD123"" CD1c*(cDC2) (See et al., 2017).

Ganglions lymphatiques

JL(
cDC1
\R\"‘ &
P .
Inﬂammahon

Moelle osseuse Sang

Tissus périphériques

Figure 12 : Ontogénie des cDC, pDC, monocytes et mo-DC/Mac humaines

Les DC et les monocytes dérivent de cellules souches hématopoiétiques de la moelle
osseuse. lls dérivent d’un progéniteur commun, le MDP. Le MDP se différencie en CDP pour
donner des pDC et des précurseurs de DC, puis des cDC. Les pDC et les cDC présents dans le
sang peuvent migrer vers les tissus périphériques et les ganglions lymphatiques. Le MDP
peut également se différencier en cMoP, puis en monocytes. Les monocytes dans le sang,
migrent vers les tissus ou ils se différencient en mo-DC ou mo-Mac. Les LC dérivent de
monocytes embryonnaires qui ensemencent les tissus avant la naissance. Abréviations : HSC,
cellules souches hématopoiétiques ; MDP, Monocytes DC précurseur; CDP, précurseur

commun des DC; LC, cellules de Langerhans
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4. Spécialisation fonctionnelle pour la cross-présentation

De nombreuses études réalisées chez la souris ont montré que ces sous-types de DC
ont des fonctions différentes (Merad et al., 2013). Dans cette partie, je décrirai les sous-
populations de DC identifiées chez la souris et 'homme qui sont capables de cross-présenter

(Figure 13).

4.1. Les DC conventionnelles et la cross-présentation

Les cDC chez la souris

De nombreuses études ont montré que les cDC1 sont supérieures aux autres sous-
populations de DC pour la cross-présentation chez la souris. Dans des modeles in vitro ou ex
vivo, les DC CD8* sont plus efficace que les DC CD8 pour la cross-présentation de divers
antigenes (Belz et al., 2004, 2005; den Haan and Bevan, 2002; Pooley et al., 2001; Schnorrer
et al., 2006). Les DC CD103* migratoires sont les plus efficace pour cross-présenter des
antigenes acquis dans les poumons (Beauchamp et al.,, 2010; Desch et al.,, 2011;
GeurtsvanKessel et al., 2008; del Rio et al., 2007), la peau (Bedoui et al., 2009; Henri et al.,
2010) ou l'intestin (Cerovic et al., 2015). De plus, il a été montré qu’une ablation des cDC1
chez les souris affecte la cross-présentation des antigenes solubles ou particulaires (Desch et
al., 2011; Kashiwada et al., 2011; Yamazaki et al., 2013) et des antigénes tumoraux (Helft et
al.,, 2012; Hildner et al., 2008; Igyarté et al., 2011; Nopora et al., 2012). Toutefois, il a été
montré que la cross-présentation n’est pas affectée chez les cDC1 déficientes en IRAP, ce qui

suggere qu’elles utilisent la voie cytosolique pour la cross-présentation (Segura et al., 2009).

Les cDC1 présentent également des caractéristiques spécifiques favorisant la cross-
présentation. Dans la rate, seuls les DC CD8* limitent la dégradation de l'antigene en
maintenant un pH alcalin dans leur compartiment endosomal via NOX2 (Savina et al., 2009).
Les DC CD8* résidentes et DC migratoires CD103+ sont plus efficaces pour exporter des
protéines exogénes vers le cytosol (Desch et al., 2014). De plus, les DC CD8* surexpriment les
génes impliqués dans la cross-présentation par rapport aux DC CD8 (Dudziak et al., 2007;
Nair-Gupta et al., 2014).

Cependant, des études ont montré que les cDC2 sont capables de cross-présenter des

complexes immuns OVA (OVA-IC) aux lymphocytes T CD8*. Chez les souris déficientes en
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chaines gamma du récepteur Fc de 'immunoglobuline G (Fc(gamma)R ; avec un motif ITAM),
la cross-présentation est altérée chez les DC CD8 mais n’affecte pas la cross-présentation
par les DC CD8* (den Haan and Bevan, 2002). Les DC CD8- résidentes sont également
capables de cross-présenter des antigénes associés Saccharomyces cerevisiae via Dectin 1,
qui contient une région intra-cytoplasmique présentant des motifs ITAM (Backer et al.,
2008). Les DC CD8 peuvent également cross-présentation des antigénes en ciblant des
récepteurs de surface par l'expression CD205 (Kamphorst et al., 2010) ou en présence
d'adjuvants (Neubert et al., 2014). Il a aussi été montré que les DC CD11b* migratoires
présentes dans les poumons ont la capacité de cross-présenter des antigenes solubles in vivo
en présence du ligand de TLR7 (Desch et al., 2014). In vitro, I'activation des DC CD11b*
pulmonaires par TLR7 permet le transfert de protéines exogenes vers le cytosol. Ces études
suggerent que les cDC1 cross-présentent efficacement les antigenes en ['absence
d’activation alors que cDC2 ont besoin de signaux d'activation spécifiques pour effectuer la
cross-présentation. Il a également été démontré que les cellules de Langerhans ne cross-
présentent pas d'antigénes in vivo (Bursch et al., 2009; Igyarté et al., 2011; Seneschal et al.,
2014).

En résumé, ces résultats suggérent que les cDC1 murines sont les plus efficaces pour

effectuer la cross-présentation (Figure 13).

Les cDC chez ’homme

En revanche, chez 'homme, les cDC1 et cDC2 dans les organes lymphoides sont
capables de cross-présenter des antigénes solubles, en I'absence d’activation (Mittag et al.,
2011; Segura et al., 2012, 2013a). Aprées stimulation des ligands de TLR, les cDC1 et cDC2
dans le sang montrent une efficacité similaire pour la cross-présentation (Nizzoli et al., 2013;
Tel et al., 2013). De plus, ces deux sous-populations de DC provenant des poumons de souris
humanisées sont également capables de cross-présenter des antigenes aux lymphocytes T
CD8 mémoire (Yu et al.,, 2013). Cependant, les cDC1 semblent étre plus efficaces que les
cDC2 pour la cross-présentation d'antigenes dérivés de cellules nécrotiques (Jongbloed et
al., 2010; Segura et al., 2013a), ce qui peut étre di a I'expression du récepteur Clec9A (lborra

et al., 2012; Zelenay et al., 2012).

57



Introduction

Des études sur les mécanismes intracellulaires impliqués dans la cross-présentation
montrent que les cDC1 et cDC2 provenant d’amygdales ont un pH et une production de ROS
phagosomaux similaires, il en est de méme concernant leur
capacité a transférer de protéines exogenes dans leur cytosol (Segura et al., 2013a). Ces
deux sous-populations de DC dans le sang sont également capables d’exporter des antigenes
exogenes vers le cytosol, seulement si elles ont été préalablement activées (Segura et al.,
2013a). Il a été démontré que la cross-présentation d'antigene soluble par les cDC1 et cDC2
est affectée en présence d'inhibiteurs du protéasome (Jongbloed et al., 2010; Segura et al.,
2012, 2013a), indiquant que ces deux sous-types de DC cross-présentent par la voie
cytosolique. Cependant, la cross-présentation de complexes immuns par les cDC1 est altérée
par les inhibiteurs du protéasome, de |'acidification des endosomes et les inhibiteurs des
protéases lysosomales (Flinsenberg et al.,, 2012) suggérant que les voies cytosoliques et
vacuolaires pourraient étre utilisé par les ¢cDC humains, en fonction de la nature de
I'antigene. Dans la peau, les DC CD1a* (Klechevsky et al., 2008; Segura et al., 2012) et les
cellules de Langerhans (Polak et al.,, 2012) sont également capables de cross-présenter.
Cependant, une étude a rapporté que les cDC1 de la peau étaient plus efficaces pour cross-
présenter des antigénes solubles que les autres sous-populations de DC (Haniffa et al., 2012)

(Figure 13).

4.2, Les pDC et la cross-présentation

Concernant les pDC murines, il a été rapporté dans un modéle ex vivo que les pDC
sont capables de cross-présenter aprés stimulation des TLR (Mouriées et al., 2008) ou in vitro
en utilisant un antigene ciblant CD317 (Moffat et al., 2013). In vivo, les pDC ne sont pas
impliqués dans la cross-présentation d’antigénes viraux. En revanche, ils sont essentiels pour
I'activation des lymphocytes T CD4 via la sécrétion de I'IFN (Interféron) de type | pour
controler I'infection virale (Cervantes-Barragan et al., 2012; GeurtsvanKessel et al., 2008; Lee
et al., 2009; Swiecki et al., 2013).

Chez 'homme, de nombreuses études ont montré que les pDC humaines cross-présentent
efficacement des antigenes solubles (Aspord et al., 2014; Mittag et al., 2011; Segura et al.,
2013a; Tel et al., 2013), des antigénes viraux (Di Pucchio et al., 2008; Hoeffel et al., 2007; Lui

et al., 2009; Zhang et al., 2014) mais aussi des antigénes associés aux cellules (Guillerme et
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al., 2013). Cependant, les pDC humaines n’ont pas la capacité de capturer et de cross-
présenter des antigénes nécrotiques (Segura et al., 2013a). Les pDC provenant d’amygdales
sont les plus efficaces pour le transfert de protéines exogénes dans le cytosol (Segura et al.,
2013a). Dans certaines études, la cross-présentation d'antigénes solubles et d’antigénes
associés aux cellules est inhibé par les inhibiteurs du protéasome (Hoeffel et al., 2007).
Cependant, dans une autre étude, il a été montré que la cross-présentation d’antigenes
viraux par les pDC est affectée par les inhibiteurs de l'acidification endosomale et des
protéases lysosomales et indépendante du protéasome (Di Pucchio et al., 2008). Ces études
suggerent que pDC peuvent utiliser a la fois les voies cytosolique et vacuolaire pour la cross-

présentation (Figure 13).

4.3. Les mo-DC et la cross-présentation

Dans des conditions inflammatoires, il a été montré que les mo-DC chez la souris sont
capables de cross-présenter ex vivo des antigénes qui ont été capturés in vivo (Aldridge et
al., 2009; Ballesteros-Tato et al., 2010; Langlet et al., 2012; Segura et al., 2009). De plus, dans
le cas d’encéphalomyélite (EAE) (Ji et al., 2013) ou dans un modeéle de réactivation du HSV-1
(Wakim et al., 2008), il a été proposé que les mo-DC inflammatoires peuvent cross-présenter
des antigenes directement dans les tissus inflammés. Chez les souris déficientes en IRAP, la
cross-présentation d'antigene soluble par les mo-DC est partiellement altérée, suggérant
que le chargement sur les molécules du CMH de classe | se produisait dans les

compartiments du RE et endocytaires (Segura et al., 2009) (Figure 13).

Chez ’'homme les propriétés fonctionnelles des DC inflammatoires humaines et leur capacité

a cross-présenter ont été étudiées durant cette théese.
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Figure 13 : La cross-présentation par les DC chez la souris et chez ’homme

Les cDC1 murines cross-présentent plus efficacement que les cDC2. Les cDC2 et pDC doivent
étre préalablement activées pour cross-présenter (pointillé rouge). La capacité des cDC et
pDC humaines a cross-présenter est similaire. Les pDC humaines peuvent utiliser les deux
voies de cross-présentation. Les mo-DC murines utilisent les deux voies de cross-
présentation. Chez ’lhomme, la capacité des mo-DC et des mo-Mac a cross-présenter n’est

pas connu et a été étudiée durant cette these.
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Partie IV : Les cellules dendritiques dérivées des monocytes chez

I'lhomme

Au cours de I'inflammation, les monocytes sont recrutés vers les sites inflammatoires
ou ils se différencient en cellules dendritiques qui sont appelées « mo-DC » (monocytes
derived DC).

Dans cette partie, je développerai plus en détails I'origine des mo-DC humaines et leurs

propriétés fonctionnelles.

A. Définition des mo-DC

De nombreuses études chez la souris ont montré que les monocytes peuvent se
différencier in vivo en DC dans divers contextes inflammatoires, y compris les infections et
les modeéles de maladies auto-immunes (Mildner et al., 2013; Segura and Amigorena, 2013).
Il a été montré que les mo-DC ont des caractéristiques similaires aux cDC telles que : leur
morphologie avec la présence de dendrites, leur capacité a activer les cellules T naives; et a
migrer vers les ganglions lymphatiques. De plus, elles peuvent étre définies en fonction de
leur ontogénese et des facteurs de transcription quelles expriment (Guilliams et al., 2014).
De ce fait, les mo-DC sont classées comme une sous-population de DC distincte des cDC et

pDC (Guilliams et al., 2014).

B. Identification des mo-DC inflammatoires humaines

Les mo-DC ont été identifiées pour la 1°™ fois dans la peau de patients atteints de
dermatite atopique et nommées «cellules dendritiques épidermiques inflammatoires»
(IDEC) (Wollenberg et al., 1996). Ces cellules ne sont pas présentes dans la peau saine et
elles se distinguent des LC par leur phénotype. Par la suite, les IDEC ont également été
identifiées dans la peau des patients atteints de psoriasis (Wollenberg et al., 2002). Une
autre étude a rapporté la présence de «DC dermiques inflammatoires» dans la peau de
patients atteints de psoriasis qui sont phénotypiquement différentes des DC dermiques
retrouvées dans une peau saine (Zaba et al., 2009). Cependant, il n’est pas encore clair si ces
DC inflammatoires représentent une forme activée de DC classiques ou si elles dérivent de

monocytes.
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Chez I’'homme, plusieurs études ont mis en évidence que les monocytes sont recrutés dans
les sites inflammatoires ou ils se différencient en DC, comme chez la souris. Il a été observé
que les monocytes sont recrutés dans l'intestin des patients atteints d'une maladie
intestinale inflammatoire telles que la maladie de Crohn, de colite infectieuses ou dans le cas
d’ulcére (Grimm et al., 1995) et que le nombre de monocytes augmente dans l'intestin des
patients atteints de la maladie de Crohn et de colite ulcéreuse (Kamada et al., 2008). Un
recrutement massif de monocytes au niveau des sites inflammatoires a également été
observé dans des cloques cutanées induites par la cantharidine (Jenner et al., 2014), chez
des patients atteints d’une inflammation du péritoine (Liao et al., 2017) et dans la muqueuse

nasale de patients atteints de rhinite allergique (Eguiluz-Gracia et al., 2016).

Chez les patients atteints d’allergie rhinite, des monocytes sont recrutés dans la muqueuse
nasale dans les heures qui suivent I’exposition aux allergenes conduisant a I'apparition d’'une
nouvelle population de DC (apres 3 jours), suggérant que les monocytes se différencient en
mo-DC. Une population de « DC inflammatoires » a aussi été identifiée dans le liquide
synovial des patients atteints de polyarthrite rhumatoide et dans les ascites péritonéales de
patients cancéreux, avec un phénotype différent de celui des cDC classiques (Segura et al.,

2013b).

Enfin, les mo-DC ont également été mises en évidence dans les tumeurs pulmonaires et
colorectales humaines. Ces mo-DC sont phénotypiquement proches des mo-DC identifiées
dans les modeéles tumoraux de souris (Laoui et al., 2016).

En résumé, ces résultats étayent l'idée que les monocytes recrutés sur les sites

inflammatoires peuvent se différencier in situ en mo-DC chez 'homme.

C. Caractéristiques des mo-DC humaines

Les mo-DC inflammatoires humaines expriment des molécules de surfaces présentes
sur les DC classiques mais expriment également des marqueurs de macrophages (Eguiluz-
Gracia et al., 2016; Guttman-Yassky et al., 2007; Laoui et al.,, 2016; Segura et al., 2013b;
Wollenberg et al., 2002). En revanche, les mo-DC n’expriment pas les molécules CD16 et

CD163 qui sont présentes sur les macrophages (Laoui et al.,, 2016; Segura et al., 2013b)
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(Tableau 3). Les mo-DC peuvent également étre distinguées des macrophages par leur

morphologie (Figure 14) et leur capacité a stimuler la prolifération des lymphocytes T

(Segura et al., 2013b; Zaba et al., 2009).

Marqueurs de cDC1 cDC2 Macrophage mo-DC Ccbh14* Slan-
surface monocytes | DC
HLA-DR + + + + + +
CD11c + + + + + +
CD1c - + - + -

CD1a - Tissue- - + -
dépendent

CD1b - Tissue- - + -
dépendent

CDh141 + low low + -

CDh14 - - + intermédiaire +

CD16 - - Tissue- - -/low +

dépendent

CD206 - Tissue- + + -
dépendent

Clec9A + - - - -

CD163 - - Tissue- - - -

dépendent

CD11b - Tissue- + + + +
dépendent

MerTK - - + - - -

FceRlI - Tissue- - + - -
dépendent

Slan - - - - - +

(M-DC8)

Tableau 3: Marqueurs phénotypiques des DC classiques, mo-DC, monocytes et

macrophages. (cf annexe 1)

DC

Macrophage

Figure 14 : Morphologie des DC humaines versus
les macrophages. DC et les macrophages du liquide
synovial des patients atteints de polyarthrite
rhumatoide ont été isolés et leur morphologie
analysée aprés cytospin et Giemsa/May-Grinwald
coloration. La morphologie DC typique comprend une
petite taille, la présence de dendrites et le manque de
vacuoles internes. Bar = 10 um.
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D. Ontogénie des mo-DC

La relation des mo-DC aux monocytes est suggérée par I'expression de CCR2, qui est
un récepteur de chimiokine essentiel pour le recrutement des monocytes dans les tissus
périphériques (Boring et al., 1997). Cependant, il ne s'agit pas d'un marqueur absolu des
cellules dérivées des monocytes, car il a été montré dans l'intestin chez la souris, qu'une
population de DC exprimant CCR2* dérive de précurseur de DC (pré-DC) et non de
monocytes (Scott et al., 2015). Généralement, I'ontogénie des DC humaines est déduite par
I'analyse de leur profil transcriptomique et par I'expression de facteurs de transcription qui
leur sont spécifiques, mais peut également étre analysée a l'aide de modeles de
différenciation in vitro (Breton et al., 2015a; Guilliams et al., 2014; Lee et al., 2015a). Les mo-
DC provenant d’ascites tumorales expriment une combinaison unique de facteurs de
transcription partagés avec les DC classiques (IRF4, BATF3, ZBTB46) ou avec les macrophages
(EGR1, EGR2), mais n'expriment pas le facteur de transcription MAFB qui est restreint aux
macrophages (Segura et al., 2013b). Récemment, un nouveau modele de différenciation des
monocytes humains en mo-DC et mo-Mac a été développé au laboratoire. Dans cette étude,
nous avons montré que le facteur de transcription MAFB controle la différenciation des
monocytes en mo-Mac, tandis que IRF4, BLIMP-1 et Aryl Hydrocarbon Receptor (AHR) sont
essentiels pour la différenciation des monocytes en mo-DC (Goudot et al., 2017) (Figure 15).
De plus, chez les patients atteints d'arthrite juvénile idiopathique systémique, les monocytes
sous-expriment le facteur de transcription AHR, conduisant a la différenciation préférentielle

des monocytes en mo-Mac (Cepika et al., 2017).
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Figure 15 : Ontogénie des cellules dérivées des monocytes. En réponse a des sighaux externes

(cytokines et ligands AHR), les monocytes se différencient en macrophages ou en cellules

dendritiques. Les facteurs de transcription régissant ces deux voies sont indiqués

Il a été montré que les précurseurs des DC classiques humaines étaient pré-engagés, a un
stade précoce, vers le lignage cDC1 ou cDC2 (Breton et al., 2016). En revanche, I'analyse par
single cell RNA-seq des monocytes CD14* humains a révélé que ceux-ci ne contiennent pas
de précurseurs qui seraient pré-engagées a se différencier en mo-DC ou en mo-Mac (Goudot
et al., 2017). Au contraire, les monocytes CD14* du sang sont programmés pour se
différencier spontanément en monocytes CD16 + dans le sang (Patel et al., 2017a) (cf partie
3 monocytes), a moins qu’ils ne migrent vers les tissus. Les monocytes partagent des génes
exprimés par les mo-Mac, suggérant que dans les tissus, les monocytes se différencient par
défaut en macrophages a moins qu'ils ne rencontrent des signaux spécifiques, tels que les
cytokines inflammatoires et les ligands AHR permettant leur différenciation en mo-DC
(Goudot et al., 2017).

La différenciation des mo-DC et mo-Mac est régie par des facteurs de transcription distincts,
ce qui signifie qu’elles ne représentent pas une population cellulaire hautement plastique
comme il a été suggéré (Guilliams et al., 2014), mais qu’il s’agit plutot d’authentiques lignées

cellulaires distinctes, dérivées de monocytes (Figure 15).
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E. Slan-DC

Les cellules CD16* qui expriment une forme mutée de 6-sulfo-LacNAc du PSGL-1 (P
selectin glycoprotein ligand 1) ont été dénommées «Slan-DC». Il a été proposé que les Slan-
DC représentent un sous-type de DC inflammatoires ayant la capacité de produire de
grandes quantités de TNFa apres stimulation (Schakel et al., 2002). Ces cellules ont été
initialement identifiées dans le sang, mais peuvent aussi étre présentes dans des tissus tels
que la peau des patients atteints de psoriasis (Hansel et al.,, 2011), les ganglions
lymphatiques (Vermi et al., 2014), la lamina propria (Ogino et al.,, 2013), les ganglions
mésentériques et la muqueuse intestinale de patients atteints de la maladie de Crohn (Bsat
et al., 2015), de carcinome rénal (Toma et al., 2015), des amygdales (Vermi et al., 2014) et
lésions cérébrales de patients atteints de sclérose en plaques (Thomas et al., 2014).
Cependant, |'analyse transcriptomique comparative a identifié les slan-DC comme étant une
sous-population de monocytes CD16* (Cros et al., 2010; Hofer et al., 2015) distincte du

lignage des cDC (van Leeuwen-Kerkhoff et al., 2017).

Ces résultats sont également confortés par |'analyse fonctionnelle montrant que les Slan-DC
sont peu efficaces dans la cross-présentation contrairement aux DC classiques (Cros et al.,
2010; van Leeuwen-Kerkhoff et al., 2017). De plus, les Slan-DC n'expriment pas CCR7 (Toma
et al., 2015) et présentent une morphologie de macrophage dans les tissus (Ogino et al.,
2013). Ces observations suggérent que les Slan-DC pourraient étre un sous-type monocytaire

spécialisé plutét que des mo-DC.

F. Distribution des mo-DC humaines

1. Les mo-DC dans les muqueuses

Plusieurs études ont identifié dans les poumons ou le lavage broncho-alvéolaire (BAL)
d’individus sains une population de cellules exprimant CD14, CD1c, CD1a et CD206. De plus,
les analyses transcriptomiques indiquent que ces cellules expriment aussi IRF4, CCR2
(Baharom et al., 2016; Desch et al., 2016), CD11b et/ou CCR7 (Patel et al., 2017b) (Tableau
4). Ces résultats suggérent donc que des mo-DC sont présentes dans les poumons en

I'absence d’inflammation.
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Les cellules CD14'°%CD206* CD1c* CD1a* FceRI* CD11b* peuvent également étre trouvées
dans le péritoine chez des patients, avec ou sans péritonite induite par dialyse (Liao et al.,
2017). Ces cellules expriment CCR2, IRF4 et augmentent I'expression CCR7 une fois activées
(Liao et al., 2017), suggérant qu’il s’agit de mo-DC.

Trois populations principales de DC ont été identifiées dans l'intestin gréle, dont une
population CD1c* CD11b* chez les patients présentant une muqueuse hyperémique (c'est-a-
dire avec une augmentation des rougeurs et du flux sanguin, compatible avec
I'inflammation) (Watchmaker et al., 2014). L’analyse transcriptomique montre que cette
population est plus proche des monocytes sanguins que des DC classiques du sang,
suggérant que ce sont des mo-DC. Enfin, la présence de mo-DC dans la peau humaine en
I'abscence d’inflammation reste encore déterminer. Toutefois, il a été proposé que les
CD14* DC dermales pourraient étre des mo-DC et elles présentent également un profil
transcriptomique proche des monocytes sanguins (Haniffa et al., 2009, 2012). Cependant,
cette population peut étre hétérogene et une grande partie d'entre elles sont des

macrophages dérivés de monocytes (McGovern et al., 2014).

2. Les mo-DC humaines et I’environnement tumoral

Plusieurs études chez la souris ont montré que les monocytes circulants sont recrutés
dans les tumeurs et peuvent se différencier en mo-DC au niveau du site tumoral (Qian et al.,
2011; Shand et al., 2014). Par analogie, il est possible que les tumeurs chez 'homme
contiennent des mo-DC inflammatoires dans l'infiltrat myéloide. La présence de cellules
BDCA1* CD14* CD11b* dans des tumeurs colorectales et pulmonaires a permis d’identifier la
présence de mo-DC dans I'environnement tumoral (Laoui et al., 2016). Des cellules CD14*
CD1c*, qui sont probablement des mo-DC, ont également été observées par histologie dans
les lésions cutanées du mélanome et les métastases du colon (Bakdash et al., 2016). Enfin,
une analyse par Single cell RNA-seq des adénocarcinomes pulmonaires a montré que
certaines CD1c* DC expriment aussi des marqueurs de monocytes / macrophages (CD14,
CCR2, CD206, CD64, CD11b), suggérant qu’il s’agit de DC dérivées de monocytes (Lavin et al.,
2017) (Tableau 4).
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3. Les mo-DC humaines dans le sang

Des mo-DC humaines ont été identifiées dans divers tissus (Tableau 4), mais la
présence de mo-DC circulantes dans le sang reste incertaine. Toutefois, des études montrent
la présence de cellules CD14* CD1c* CD11b* dans le sang, qui n'expriment ni CD206, ni CD1a
(Bakdash et al., 2016). Cette population est plus élevée dans le sang des patients atteints de
mélanome par rapport aux donneurs sains. L'analyse transcriptomique comparative a
montré que cette population est étroitement apparentée aux monocytes, mais il n’est pas
clair s’il s’agit d’'une sous-population de monocytes ou de DC dérivées de monocytes.

De plus, I'analyse par Single cell RNA-seq a montré que les CD1c* DC du sang comprennent
deux sous-groupes distincts, dont I'un est définit comme «inflammatoire» (Villani et al.,
2017). Ces CD1c* DC «inflammatoires» expriment I'ARNm de CD14, mais pas la protéine a la
surface cellulaire. Elles peuvent étre distinguées de I'autre sous-groupe CD1c* DC par
I’expression de CD163 et CD36. Bien qu'elles soient appelées «inflammatoires», ces cellules
sont plus proches des DC classiques que des monocytes, et sont trés probablement dérivées
de pré-DC. Les propriétés de ces deux populations de CD1c* DC doivent étre mieux

caractérisées.
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Tableau 4 : Distribution des mo-DC dans les tissus humains

Tissus Condition Références

BAL Normal (Baharom et al., 2016) 14/03/2018 15:01:00

BAL Normal (Patel et al., 2017b)

Tumeur colorectale | Cancer (Laoui et al., 2016)

Intestin Normal (Watchmaker et al., 2014)

Poumon Normal (Desch et al., 2016)

Cancer du poumon | Cancer (Laoui et al., 2016)

Cancer du poumon | Cancer (Lavin et al., 2017)

Mélanome Cancer (Bakdash et al., 2016)n}

Mugqueuse nasale Rhinite allergique (Eguiluz-Gracia et al., 2016)

Péritoine Normal (Liao et al., 2017)

Péritoine Péritonite (Liao et al., 2017)

Péritoine Ascite tumorale (Segura et al., 2013b)

Peau Dermatite atopique (Wollenberg et al., 1996)

Peau Psoriasis (Wollenberg et al., 2002)
(Zaba et al., 2009)

Liquide synovial Polyarthrite rhumatoide | (Segura et al., 2013b)

4. Propriétés fonctionnelles des mo-DC humaines

Ex vivo, il a été montré que les mo-DC humaines activent efficacement les cellules T
CDA4 et CD8 (Liao et al., 2017; Segura et al., 2013b; Zaba et al., 2009). Les mo-DC péritonéales
sécretent de I'IL-6, du TNFa, de I'lL1-b et de I'lL-12p70 lors d'une restimulation ex vivo (Liao
et al.,, 2017). Des mo-DC de BAL sécrétent également du TNFa une fois qu’elles sont
restimulées, mais leur capacité a sécréter d'autres cytokines n'a pas été rapportée (Baharom
et al., 2016). En revanche, les mo-DC inflammatoires présentes dans des ascites tumorales
sécrétent de I'lL-6, du TNF-a, et de I'lL1-b sans qu’il soit nécessaire de les restimuler ex vivo,
ce qui suggere que les mo-DC sont déja activés in situ par I'environnement inflammatoire
des ascites. Les mo-DC issues d’ascites sécretent également IL-12p70 et IL-23 lors d'une

restimulation ex vivo (Segura et al., 2013b).
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En accord avec leur capacité a produire de I'lL-23, les mo-DC inflammatoires des ascites

tumorales et du liquide synovial des patients atteints de polyarthrite rhumatoide sont des

inducteurs puissants de la polarisation Thl7 ex vivo (Segura et al.,

2013b). Les mo-DC

inflammatoires de la peau des patients atteints de psoriasis induisent également une

polarisation Th17 ex vivo (Zaba et al., 2009). Les cellules Th17 jouant un réle majeur dans les

|ésions tissulaires dans ces maladies, ces résultats suggerent que les mo-DC inflammatoires

pourraient étre impliquées dans la pathogenéese en alimentant l'inflammation. Néanmoins,

les propriétés des mo-DC inflammatoires seront probablement influencées par leur

microenvironnement, et leur capacité de polarisation des lymphocytes T peut étre différente

selon les pathologies (Figure 16).

IL-6
TNF-a
IL-1B

mo-DC

Q IL-23

Interaction directe ?
Cytokines ?

Figure 16:
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Fonctionnalité des mo-DC. La sécrétion d’IL-23 par les mo-DC induisent la

différenciation des LT CD4 en Th17. Les mo-DC induisent des LT CD8 cytotoxiques et cette induction

est dépendante des lymphocytes T CD4. Les mécanismes moléculaires impliqués dans I'induction des

LT CD8 cytotoxiques sont encore inconnus.
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La cross-présentation est essentielle pour l'induction des cellules T CD8 +
cytotoxiques efficaces contre les infections ou le cancer. De nombreuses études chez la
souris ont montré que la cross-présentation est réalisée par des cellules dendritiques (DC),
certaines sous-populations de DC étant plus efficaces que d'autres. En revanche, les cDC
humaines ont toutes les mémes capacités a cross-présenter, mais la capacité des mo-DC

humaines a cross-présenter n’a pas encore été caractérisée.

Deux voies principales pour la cross-présentation ont été décrites. Dans la «voie
cytosolique», les antigenes exogénes sont transférés des compartiments endocytaires dans
le cytosol, ou ils sont dégradés par le protéasome. Dans la «voie vacuolaire», les antigenes
internalisés sont dégradés dans les compartiments endocytaires par les protéases
lysosomales. Le laboratoire a montré que les ¢cDC1, cDC2 et pDC des organes lymphoides
humains transferent efficacement des protéines exogenes dans leur cytosol, et peuvent
donc cross-présenter en utilisant la voie cytosolique. Des études ont montré que la voie
vacuolaire existe chez ’lhomme, mais sa pertinence physiologique reste peu claire. Chez la
souris, il a été montré que les mo-DC, dans un contexte inflammatoire, utilisent la voie
vacuolaire pour la cross-présentation. Nous avons donc voulu déterminer si les mo-DC
humaines, dans un contexte inflammatoire et tumoral, ont la capacité de cross-présenter et

quelle voie elles utilisent.

Au cours de cette thése, nous avons donc décidé dans un premier temps de déterminer si les
mo-DC et mo-Mac humains sont capables de cross-présenter, puis nous avons cherché a
identifier les mécanismes intracellulaires utilisés par les mo-DC pour la cross-présentation.

Enfin, nous avons voulu déterminer si les mo-DC et mo-Mac induisent une réponse CTL.
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Abstract

The presentation of exogenous antigens on MHC class | molecules, termed cross-presentation,
is essential for the induction of cytotoxic CD8* T cells. In mouse, dendritic cells (DC) that arise
from monocytes (mo-DC) during inflammation play a key role in cytotoxic T cell responses by
cross-presenting antigens directly in peripheral tissues. Whether human naturally-occuring mo-
DC can cross-present is unknown. To address this question, we have used human mo-DC directly
purified from peritoneal tumor ascites. Using single-cell RNA-seq, we first confirm that ascites
DC contain exclusively monocyte-derived cells. Both ascites mo-DC and macrophages cross-
present efficiently, but are unable to transfer exogenous proteins into their cytosol. Inhibition of
cysteine proteases, but not of proteasome, abolishes cross-presentation by mo-DC. We
conclude that human monocyte-derived cells cross-present exclusively using a vacuolar

pathway. Finally, we demonstrate that only ascites mo-DC, but not macrophages, efficiently
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induce effector cytotoxic CD8* T cells. These results will have important implications for

harnessing cross-presentation for therapeutic purposes.
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Introduction

Cross-presentation is essential for the induction of cytotoxic CD8* T cells and efficient immune
responses against infections or cancer . Numerous studies in mice have shown that cross-
presentation is performed by dendritic cells (DC). DC can be classified into 4 subsets based on
ontogeny 2. “Classical” Batf3-dependent DC1 (cDC1), “classical” Batf3-independent DC2 (cDC2)
and plasmacytoid DC (pDC) derive from pre-committed bone marrow precursors. Monocyte-
derived DC (mo-DC) arise from monocytes recruited into tissues, and become the most
abundant DC population during inflammation. In mice, cross-presentation is mainly performed
by cDC1 in lymphoid organs 13, but mo-DC have the unique ability to cross-present antigens to
CD8* T cells directly in peripheral tissues 4. Cross-presentation by mo-DC has a crucial role in
the rapid activation of tissue-resident memory CD8* T cells upon infection 4 and in the efficacy
of anti-tumoral treatments based on immunostimulatory agents or chemotherapy °’.
Harnessing the cross-presentation capacity of mo-DC for therapeutic intervention is therefore
an attractive prospect. However, determining whether human mo-DC that arise in tissues can
cross-present, and the molecular mechanisms involved, will be a prerequisite.

We and others have shown that the functional specialization for cross-presentation is not
conserved between mouse and human DC subsets. In contrast to mouse DC, human cDC1, cDC2
and pDC all have a similar ability to cross-present antigens 1. Human mo-DC generated in vitro
from monocytes cultured with GM-CSF and IL-4 can cross-present, and have long been used as a
model to understand the biology of cross-presentation, however this culture system gives rise
to DC that do not closely resemble naturally-occuring mo-DC found in vivo in inflammatory

fluids 2. Therefore, the cross-presentation ability of human mo-DC remains unclear. Here we
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addressed this question using human in vivo-generated mo-DC, directly isolated from peritoneal

ascites from cancer patients 1213,

Results

Tumor ascites DC are monocyte-derived cells

Based on phenotype and gene expression analysis, we have identified the DC population found
in tumor ascites as naturally-occuring mo-DC 1213, Because of the sensitivity of the functional
assay for cross-presentation, a minor population of cDC within ascites DC could biais the results.
Therefore, we first sought to address the heterogeneity of ascites DC using single-cell RNA-seq
analysis. Purified ascites DC (HLA-DR*CD11c*CD1c*CD16’) and ascites macrophages (HLA-
DR*CD11c*CD1cCD16*) were analysed using a droplet-based method enabling 3° mRNA
counting . To increase the power of the analysis, we combined single-cell transcriptome data
from ascites DC and ascites macrophages with that of blood CD14* monocytes that we had
previously generated with cells from two different blood donors 2. To evaluate cellular
heterogeneity, we clustered individual transcriptomes using a graph-based approach with the

15, For vizualisation of the cell clusters, we used t-Distributed Stochastic

Seurat package
Neighbor Embedding (t-SNE). Unsupervised clustering of the combined dataset identified 9 main
clusters (fig.1A and fig.S1), with 3 clusters containing cells from the macrophage sample, 2
clusters from monocytes and 4 clusters from the DC sample (fig.1A-B). Monocyte clusters
comprised mixed cells from both monocyte donors, but other clusters contained cells from only

one sample origin, either DC or macrophages. Expression of selected genes was consistent with

the sample origin of these clusters (fig.1C). To address the transcriptional similarity of these
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different clusters with mo-DC or monocyte-derived macrophages (mo-Mac), we analysed the
expression of signatures genes for these two populations at the single-cell level (fig.1D-E). Gene
signature for mo-DC was designed previously as genes preferentially expressed in ascites DC
versus monocytes, in ascites DC versus ascites macrophages and in in vitro-derived mo-DC
versus in vitro-derived mo-Mac (and vice-versa for mo-Mac gene signature) 2. Clusters Macl
and Mac2 had the highest expression of mo-Mac signature, while clusters DC2 and DC3 had the
highest expression of mo-DC signature. Overall, these results show that ascites DC and ascites
macrophages are distinct populations, and comprise groups of cells with slightly different gene

expression patterns.
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Figure 1. Ascites DC and macrophages are distinct populations. Purified DC and macrophages

from tumor ascites and monocytes from blood were analyzed by single-cell RNA-seq using a
Drop-seq approach. Combined single-cell transcriptomes were analyzed. (A) t-SNE analysis.
Colors represent unbiased clustering from graph-based clustering. Clusters are ordered based
on cell numbers. Each dot represents an individual cell. (B) Colors represent sample origin (don
= donor). Each dot represents an individual cell. (C) Expression of selected genes across the
different clusters. (D-E) For each cell, the number of detected genes from the mo-Mac (D) or

mo-DC (E) signature is depicted.

This analysis of cells directly purified from an inflammatory fluid represents a snapshot of gene
expression during a process that is highly dynamic. It is therefore possible that we detect
unsynchronized gene expression, and that the clusters represent intermediate stages of
development on the differentiation pathway from monocytes to mo-DC or mo-Mac. To test this
hypothesis, we analysed single-cell developmental trajectories in an unsupervised manner using
Monocle2 6. This algorithm orders single cells along a biological trajectory, termed pseudotime,
using advanced machine learning techniques (Reversed Graph Embedding). To generate the
developmental trajectory, we used as input the top 30 expressed genes of each cluster, and set
the monocytes as the root for the tree structure of the trajectory. Pseudotime-trajectory
reconstruction identified a single branch point representing significant divergence in single-cell
transcriptomes, corresponding to two possible outcomes (fig.2A, branches A and B).
Macrophages aligned in their majority along branch A while DC aligned mostly along branch B

(fig.2A), consistent with the idea that individual monocytes implement two alternative gene
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expression programs (DC versus macrophage). Some cells from clusters Mac3, DC1 and DC4
were scattered on the “pre-branch” or the alternative branch, suggesting asynchronous gene
expression within the same cluster. To further characterize the two branches, we analyzed gene
expression for the mo-DC and mo-Mac signatures for each branch, using branched expression
analysis modeling (BEAM) from Monocle2 6. Mo-Mac or mo-DC genes were expressed
predominantly along branch A or B, respectively (fig.2B). BEAM also identified modules of genes
that were expressed at different positions in pseudotime, including in the “pre-branch” mixed
expression of mo-DC and mo-Mac genes. These results support the hypothesis that the clusters
identified within ascites DC and ascites macrophages represent cells at different stages of
development.

Collectively, these results show that ascites DC contain several populations of monocyte-derived
cells, some of which are closer to monocytes than to DC. These cells therefore represent an

appropriate tool to analyse the functional features of naturally-occuring human mo-DC.
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Figure 2. Ascites DC are monocyte-derived cells. Purified DC and macrophages from tumor ascites

and monocytes from blood were analyzed by single-cell RNA-seq using a Drop-seq approach. (A)
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Combined dataset was analyzed for single-cell trajectories and branch points by reversed graph
embedding using Monocle 2. Cells were projected into a two-dimentional space. Alignment along the
branches is shown for individuals cells from each cluster. (B) Heatmap of branch-dependent expression
for genes from the mo-DC and mo-Mac gene signatures. Columns represents points in pseudotime.

Genes were clustered hierarchically according to the peak recorded time for expression.

Human mo-DC and mo-Mac can both efficiently cross-present antigens

To address whether ascites mo-DC can cross-present, we analyzed cross-presentation of a
soluble antigen using a MelanA-specific CD8* T cell clone. Ascites mo-DC, and mo-Mac for
comparison, were incubated with a 34-aa long peptide (requiring processing for cross-
presentation) or a pre-processed short peptide corresponding to the minimal epitope, as
control for T cell activation ability (fig.3A). Ascites mo-DC and mo-Mac could both cross-present
the MelanA antigen, with ascites mo-Mac being more efficient than mo-DC. Mo-Mac were also
more efficient for presentation of the short peptide, suggesting a better ability for T cell
activation, possibly due to greater MHC class | molecules expression. This finding was surprising
because we have previously shown that tonsil macrophages are poor cross-presenting cells °. To
assess whether the ability to cross-present was induced in macrophages by the ascites
environment, we performed the same experiment using in vitro equivalents of these cells,
obtained by culturing monocytes with M-CSF, IL-4 and TNFa 2. In vitro-derived mo-DC and mo-
Mac could both cross-present MelanA antigen (fig.3B). As an internal control for this assay, we
used DC obtained by culturing blood CD34* precursors with GM-CSF, FIt3-L and TNFa. CD1a* DC
could cross-present efficiently, in contrast to CD14* DC, as previously reported >!’. We conclude

that mo-DC and mo-Mac can both cross-present antigens.
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macrophages from tumor ascites (A), in vitro culture of monocytes (B) or of CD34* precursors (C) were

incubated with serial concentrations of MelanA long or short peptide. After washing, antigen-specific

CD8" T cells were added. After 24 h, IFN-y secretion was assessed as a measure of T cell activation.

Background level was subtracted. Mean + SEM of three (A and C) or six (B) independent experiments.
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Human mo-DC and mo-Mac do not transfer exogenous proteins into their cytosol

Two main pathways have been described for cross-presentation 3. In the “cytosolic pathway”,
exogenous antigens are transferred from endocytic compartments into the cytosol, where they
are degraded by the proteasome. In the “vacuolar pathway”, internalized antigens are degraded
in endocytic compartments by lysosomal proteases. To address the intracellular pathway used
by mo-DC and mo-Mac for cross-presentation, we first analysed their ability to transfer
exogenouslP-lactamase into their cytosol by measuring the cleavage of a cytosolic @-lactamase-
sensitive FRET probe 8, Transfer of B-lactamase was inefficient in ascites mo-DC and mo-Mac
(fig.4A-B). This was not due to the tumor ascites micro-environment, as the same was found for
in vitro-differentiated mo-DC and mo-Mac (fig.4A-B), nor to deficient uptake of @-lactamase, as
all populations could efficiently internalize fluorescent B-lactamase (fig.4C). By contrast, CD1a*
DC could transfer exogenous B-lactamase into their cytosol, but not CD14* DC, as previously
reported ° (fig.4A-B). These results suggest that human mo-DC and mo-Mac do not use the

cytosolic pathway for cross-presentation.
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B) Purified DC and macrophages from tumor ascites, derived in vitro from monocytes or DC derived in

vitro from CD34* precursors were loaded with a cell-permeable FRET-sensitive substrate of 3-lactamase,

and incubated with or without exogenous [-lactamase. After 3h, cleavage was measured by flow

cytometry. (A) Representative results of six (tumor ascites) or eight (in vitro models) independent

experiments. (B) Quantification of B-lactamase transfer. Symbols represent individual donors. ** p<

0.05, Wilcoxon non-parametric test. (C) Purifed DC or macrophages were incubated with B-lactamase

coupled to Atto dye 633 at 4°C or 37°C during 3h. Representative results of three independent

experiments.
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Human mo-DC use the vacuolar pathway for cross-presentation

To confirm this finding, we analysed cross-presentation by mo-DC in the presence of a
proteasome inhibitor, lactacystin (fig. 5A). We have previously shown that lactacystin abolishes
cross-presentation by CD1a* DC °. By contrast, cross-presentation by mo-DC was not impaired in
the presence of lactacystin (fig.5A), showing that proteasome activity was dispensable for cross-
presentation. To directly assess the role of the vacuolar pathway, we used a pan-cathepsin
inhibitor to block the activity of lysosomal cystein proteases (fig.5B). In this condition, cross-
presentation by mo-DC was severely impaired, showing that antigens are degraded by
lysosomal proteases for cross-presentation.

Collectively, these results show that human monocyte-derived cells use exclusively the vacuolar

pathway for cross-presentation.
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Figure 5. Human mo-DC use the vacuolar pathway for cross-presentation. (A) Purified in vitro-

generated mo-DC were incubated with serial concentrations of MelanA long or short peptide, in the
absence or presence of lactacystin (Lacta) or pan-cathepsin inhibitor (Cat Inh). After washing, antigen-
specific CD8" T cells were added. After 24 h, IFN-y secretion was assessed as a measure of T cell
activation. Background level was subtracted. Mean * SEM of three (A) or two (B) independent

experiments.
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Only mo-DC are efficient inducers of cytotoxic CD8* T cells

Finally, to address the outcome of cross-presentation, we analyzed the ability of ascites mo-DC
and mo-Mac to induce the differentiation of cytotoxic CD8* T cells. We co-cultured purified mo-
DC or mo-Mac with allogeneic naive CD8* T cells and assessed T cell proliferation and expression
of effector molecules (Granzyme A, Perforin and IFNE). As reported previously °, we found that
CD4* T cells were indispensable for CD8* T cell proliferation (fig.6A-B). When cultured with both
CD4* and CD8* T cells, only mo-DC could induce significant proliferation of CD8* T cells and
expression of Granzyme A, Perforin and IFN® (fig.6C-D). To evaluate the efficiency of effector
differentiation induced by mo-DC, we performed the same experiment with tonsil DC subsets.
We purified cDC1, cDC2, pDC and tonsil macrophages °. cDC1 and cDC2 were the most efficient
inducers of CD8* T cell proliferation and effector differentiation, while macrophages and pDC
were poor at it (fig.S2). Overall, proliferation and induction of effector molecules were
comparable between cDC1, cDC2 and ascites mo-DC, suggesting that mo-DC are indeed efficient

activators of cytotoxic CD8* T cells.
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shown. (D) Number of CD8* T cells expressing effector molecules is shown. Symbols represent individual
donors. Median is shown. * p< 0.05, ** p < 0.01, Wilcoxon non-parametric test.

Discussion

Here we show that human mo-DC and mo-Mac, both naturally-occuring in vivo in peritoneal
ascites and generated in vitro from monocyte cultured with M-CSF, IL-4 and TNFa, cross-present
exclusively using a vacuolar pathway. Numerous studies have shown that DC are the most
efficient cross-presenting cells 3. However, mouse macrophages can cross-present in vivo in
some settings 1°2°. Here we found that macrophages from tumor ascites could cross-present
efficiently. However, only ascites mo-DC induced cytotoxic CD8* T cells.

Contradictory data exists on the pathway used for cross-presentation by in vitro-differentiated
DC derived from monocytes using GM-CSF and IL-4, with some studies showing for the cross-
presentation of soluble antigens a vacuolar pathway %?2 and others a cytosolic pathway 2326,
while cross-presentation of cell-associated antigen was reported to be proteasome-dependent
27 The reasons for these discrepancies are not clear. Using a culture model that yields mo-DC
closely resembling naturally-occuring mo-DC *?, we found that mo-DC were unable to transfer
exogenous proteins into their cytosol, and use exclusively a vacuolar pathway for cross-
presentation.

It has been proposed that the choice of cytosolic versus vacuolar pathway for cross-
presentation is dictated by the form of antigen. Consistent with this, human pDC cross-present
soluble and cell-associated antigens using a cytosolic pathway 2?28, but cross-presentation of
viral antigens has been shown to be proteasome-independent and to use a vacuolar pathway %°.

Furthermore, human cDC1 cross-present soluble antigens using a cytosolic pathway %2239, but
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cross-presentation of immune complexes is inhibited by both proteasome and lysosomal
proteases inhibitors 31. The possibility to use either pathway for cross-presentation may also be
subset-specific. In support of this, the molecular requirements for cross-presentation are
different between mouse cDC1 and mo-DC, both in vivo and in vitro 3%33. Our results extend
these observations to human DC subsets.

Mouse cDC1 are recognized as the main cross-presenting cells »3. Mo-DC can also cross-present
efficiently in various inflammatory settings 47323435 Accumulating evidence indicates that mo-
DC play a key role in the induction and regulation of cytotoxic T cell responses, complementary
to that of cDC1. In contrast to cDC1 which interact with CD8* T cells in lymphoid organs, mo-DC
are able to cross-present antigens and to stimulate effector CD8* T cells directly in situ, in
inflammed tissues 4. In addition, mo-DC express high levels of co-stimulatory signals involved in
the differentiation of cytotoxic CD8* T cells, including CD70 3>3¢, Our results suggest that human

naturally-occuring mo-DC are equipped for playing a similar role.

Enhancing cross-presentation represents a way of improving vaccination efficiency or anti-
tumor immune responses. Deciphering cross-presentation in the human DC that are present in
vivo is a pre-requisite for its manipulating for therapeutic purposes. By providing a better
understanding of cross-presentation mechanisms in human DC subsets, our results should have

important implications for the design of DC-targeted therapies.

Material and Methods
Human Samples. Buffy coats from healthy donors (both male and female donors) were

obtained from Etablissement Francgais du Sang (Paris, France) in accordance with INSERM ethical
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guidelines. Tumor ascites from ovarian cancer patients were obtained from Hoépital de I'Institut
Curie in accordance with hospital guidelines. Tonsils from healthy patients undergoing
tonsillectomy were obtained from Hopital Necker (Paris, France). According to French Public
Health Law (art L 1121-1-1, art L 1121-1-2), written consent and IRB approval are not required
for human non-interventional studies.

Cell isolation. Tonsil samples were digested as described previously 3. In brief, samples were
cut into small fragments, digested with 0.1 mg/mL Liberase TL (Roche) in the presence of 0.1
mg/mL DNAse (Roche) for 40 minutes at room temperature before addition of 10 mM EDTA.
Cells were filtered on a 40 BIm cell strainer (BD Falcon) and washed. Light density cells were
isolated by centrifugation on a Ficoll gradient (Lymphoprep, Greiner Bio-One). DCs were
enriched by depletion of cells expressing CD3, CD15, CD19, CD56 and CD235a using antibody-
coated magnetic beads (Miltenyi). Cell subsets were further isolated by cell sorting on a
FACSAria instrument (BD Biosciences). Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) were
prepared by centrifugation on a Ficoll gradient. Blood CD14* monocytes were isolated from
healthy donors’ PBMC by positive selection using anti-CD14-coated magnetic beads according to
manufacturer’s instructions (Miltenyi). Cell populations from ascites were isolated after
centrifugation on a Ficoll gradient, enrichment by depletion of cells expressing CD3, CD15,
CD19, CD56 and CD235a using antibody-coated magnetic beads and cell sorting on a FACSAria
instrument.

Cell culture. Blood CD34" cells were isolated from PBMC by positive selection using anti-CD34-
coated magnetic beads and magnetic columns according to manufacturer’s instructions

(Miltenyi). CD34" cells were cultured for 9-10 days in Yssel medium supplemented with 10%
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foetal calf serum (FCS), penicillin/streptomycin and 50 ng/mL GM-CSF (Miltenyi), 100 ng/mL
FIt3-L (Miltenyi) and 10 ng/mL TNFa B(Miltenyi). DC subsets were isolated by cell sorting on a
FACSAria instrument (BD Biosciences) after staining for CD1a and CD14. Monocytes (1x10°
cells/mL) were cultured for 5 days in RPMI-Glutamax medium (Gibco) supplemented with
antibiotics (penicillin and streptomicin) and 10% FCSin the presence or absence of 100 ng/mL
M-CSF (Miltenyi), 40 ng/mL IL-4 (Miltenyi) and 5 ng/mL TNFa (Miltenyi). Cell populations were
isolated by cell sorting on a FACSAria instrument after staining for CD1a and CD16.

Flow cytometry. Non-specific binding was blocked using TruStain (Biolegend). Unless otherwise
stated, cell viability was assessed using DAPI (Sigma). Cells were stained with FITC anti-CD16 (BD
Bioscience), APC anti-CD1a (BioLegend), FITC anti-CD14 (eBioscience), PerCP/Cy5.5 anti-CD1c
(BioLegend), APC-eFluor780 anti-HLA-DR (eBioscience), Pe/Cy7 anti-CD11c (BiolLegend), APC
anti-CD123 (Miltenyi Biotec), PE anti-BDCA3 (Miltenyi Biotec), PE anti-HLAA2 (BD), FITC anti-TCR
Vbeta2 (Beckman coulter), Alexa Fluor 488 anti-Granzyme A (BioLegend), PE/Cy7 anti-IFNE
(eBioscience), PerCP/Cy5.5 anti-CD8 (BioLegend), APC anti-CD4 (BioLegend), PE anti-Perforin
(BioLegend). Cells were analyzed on a FACSVerse instrument (BD Biosciences).

Cytosolic translocation assay. Cells were incubated with 0.5 Bg/mL CCF4-AM (Invitrogen) for 30
min at room temperature in loading buffer (120mM NaCl, 7mM KCl, 1,8mM CaCl2, 0,8mM
MgCl2, 5mM glucose, 25mM Hepes pH 7.3) containing solution B (dilution 1/20, LiveBLAzer
FRET-B/G loading kit, Invitrogen) and 1mM probenicid (Invitrogen). After washing, cells were
incubated in loading buffer containing 1mM probenicid in the presence or absence of -
lactamase (Penicillinase from Bacillus cereus, Sigma) for 3 hours at 4°C or 37°C. Cell viability was

assessed using Fixable Viability Dye eFluor780 (eBioscience). After washing, cells were analyzed
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on a FACS Verse Instrument (BD Biosciences) by measuring the 450 nm and 520 nm
fluorescence channels.

Internalisation assay. B-lactamase was conjugated to Atto dye 633 according to manufacturer’s
instructions (Sigma). Cells were incubated with fluorescent B-lactamase in Yssel medium at 4°C
or 37°C for 3h. After extensive washing, cells were analyzed a FACS Verse Instrument.
Cross-presentation assay. Purified HLA-A2* antigen-presenting cells (APC) were incubated (10*
cells/well) in V-bottom 96 wells plates (Corning) with different concentrations of MelanA long
peptide (KGHGHSYTTAEEAAGIGILTVILGVL), MelanA short peptide (EAAGIGILTV) or different
numbers of necrotic Mel888 cells for 3-4 hours in Yssel medium, in the presence or absence of
2.5 Bg/mL lactacystin (clasto-Lactacystin B-Lactone; Merck/Millipore) or 10 M Cathepsin
Inhibitor | (inhibiting cathepsin B, cathepsin L, cathepsin S and papain; Calbiochem). After
extensive washing, APC were cultured for 24 hours with CD8 T cell LT12 clones 38 (2x10*
cells/well) in Yssel medium supplemented with 10% FCS. Supernatants were collected and kept
at -20°C until measurement of IFN-2 concentration by ELISA (BD Biosciences). Background levels
(APC cultured with LT12 cells without peptide) was substracted for each cell type.

Cytotoxic T lymphocyte polarisation assay. Naive CD8"* T cells and CD4* T cells were isolated
from healthy donors’ PBMC using EasySep human Naive CD8 or CD4 isolation kit according to
manufacturer’s instructions (StemCell Technologies). Antigen-presenting cells (1x10* cells/well)
were cultured with naive CD8* T cells (5x10* cells/well) with or without naive CD4* T cells from
the same T cell donor (5x10* cells/well) for 7 days in Yssel medium supplemented with 10% FCS.
To analyze T cell proliferation, CD8" T cells were stained with CTV (Cell Trace Violet,

Thermofisher) prior to culture. To assess the expression of intracellular effector molecules, T
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cells were stimulated with PMA (50ng/ml) and ionomycin (1ug/ml) for 6h in presence of BFA
(4pg/ml) for 6h (all from Sigma). After washing, cells were stained for surface CD4 for 30 min at
4°C, washed and stained with Live/dead eFluor780 (Thermo Fisher Scientific) for 20 min at 4°C.
Then the cells were fixed and permeabilized (Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer
Set, eBioscience) and stained for intracellular proteins (Granzyme A, Perforin and IFN-E) at room
temperature for 45 min in a buffer containing 2% of normal mouse serum. The samples were

acquired on a FACS Verse instrument (BD Biosciences).

Single cell RNA-seq library preparation. Cellular suspension (3500 cells) of cell-sorted ascites DC
or ascites macrophages was loaded on a 10X Chromium instrument (10X Genomics) according
to manufacturer’s protocol based on the 10X GEMCode proprietary technology. Single-cell RNA-
Seq libraries were prepared using Chromium Single Cell 3’ v2 Reagent Kit (10X Genomics)
according to manufacturer’s protocol. Briefly, the initial step consisted in performing an
emulsion where individual cells were isolated into droplets together with gel beads coated with
unique primers bearing 10X cell barcodes, UMI (unique molecular identifiers) and poly(dT)
sequences. Reverse transcription reactions were engaged to generate barcoded full-length
cDNA followed by the disruption of emulsions using the recovery agent and cDNA clean up with
DynaBeads MyOne Silane Beads (Thermo Fisher Scientific). Bulk cDNA was amplified using a
GeneAmp PCR System 9700 with 96-Well Gold Sample Block Module (Applied Biosystems)
(98 °C for 3 min; cycled 14 x : 98 °C for 155, 67 °C for 20's, and 72 °C for 1 min; 72 °C for 1 min;
held at 4 °C). Amplified cDNA product was cleaned up with the SPRI select Reagent Kit (Beckman
Coulter). Indexed sequencing libraries were constructed using the reagents from the Chromium

Single Cell 3’ v2 Reagent Kit, following these steps: (1) fragmentation, end repair and A-tailing;
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(2) size selection with SPRI select; (3) adaptor ligation; (4) post ligation cleanup with SPRI select;
(5) sample index PCR and cleanup with SPRI select beads. Library quantification and quality
assessment was performed using Qubit fluorometric assay (Invitrogen) with dsDNA HS (High
Sensitivity) Assay Kit and Bioanalyzer Agilent 2100 using a High Sensitivity DNA chip (Agilent
Genomics). Indexed libraries were equimolarly pooled and sequenced on an Illumina HiSeq2500
using paired-end 26x98bp as sequencing mode. Using a full Rapid flow cell, a coverage around
100M reads per sample were obtained corresponding to 100,000 reads/cell.

Single-cell RNA-seq data analysis. Single-cell expression was analyzed using the Cell Ranger
Single Cell Software Suite (v2.0.1) to perform quality control, sample de-multiplexing, barcode
processing, and single-cell 3’ gene counting 4. Sequencing reads were aligned to the UCSC hg38
transcriptome using the Cell Ranger suite with default parameters. A total of 5619 single cells
were analyzed. Mean raw reads per cell were 55,344. Further analysis was performed in R (v3.3)
using the Seurat package (v2.1.0) '°. The gene-cell-barcode matrix of the samples was log-
transformed and filtered based on the number of genes detected per cell (any cell with less than
400 genes or more than 3000 genes per cell was filtered out). Regression in gene expression
was performed based on the number of unique molecular identifiers (UMI) and the percentage
of mitochondrial genes. Only genes detected in at least 3 cells were included. Cells were then
scaled to a total of 1% molecules. Any cell with more than 10% of mitochondrial UMI counts was
filtered out. Altogether, 4707 cells were kept for statistical analysis. To reduce data
dimensionality, 3755 variable genes were selected based on their expression and dispersion
(expression cut-off =0, and dispersion cut-off =0.5). PCA was run on the normalized gene-

barcode matrix. Barnes-hut approximation to t-SNE 3° was then performed on the first 15
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principal components to visualize cells in a two-dimensional space. The first 15 principal
components were used for the t-SNE projection and clustering analysis using the Elbow Plot
approach. Clusters were identified using the “Find_Clusters” function in Seurat with a resolution
parameter of 1.2. This graph-based clustering method relies on a clustering algorithm based on
shared nearest neighbor (SNN) modularity optimization. Unique cluster-specific genes were
identified by running the Seurat « Find_AIll_Markers » function using default parameters.
Clusters containing less than 70 cells were removed. In addition, a cluster of 110 cells containing
contaminating CD11c* B lymphocytes was excluded from the analysis. Heatmaps and violin plots
were plotted using Seurat. Monocyte, DC and macrophage clusters were ordered in pseudotime
using the Monocle 2 package . For each cluster, the top 30 differentially expressed genes

(identified by Seurat) was used as input for temporal ordering in Monocle 2.

Software and Statistical analysis
Flow cytometry data were analyzed using FlowJo software (Tree Star). Statistical analyses were

performed using the Prism software v7 (GraphPad).
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Figure S1. Clustering of single-cell transcriptomes. Purified DC and macrophages from tumor ascites

and monocytes from blood were analyzed by single-cell RNA-seq. Heatmap of scaled expression (log

values of UMI) for the top 20 expressed genes of each cluster.
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Figure S2. Induction of effector CD8* T cells by tonsil DC subsets. Purified DC and macrophage

from tonsils were cultured with allogeneic CellTrace Violet-stained naive CD8* T cells for 7 days, in the
absence (A-B) presence (B-D) of naive CD4* T cells autologous to CD8* T cells. Expression of Granzyme A,
Perforin and IFN-y was assessed by intracellular flow cytometry. (A and C) Representative results of eight
independent experiments. Gated on live CD8* T cells. (B) Number of proliferating CD8* T cells is shown.
Symbols represent individual donors. Median is shown. (D) Number of CD8* T cells expressing effector
molecules is shown. Symbols represent individual donors. Median is shown. * p< 0.05, ** p < 0.01,

Wilcoxon non-parametric test.
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Résultats supplémentaires

A. Test d’inhibition du protéasome

1. Objectifs

Au cours de cette thése, nous avons démontré que les mo-DC et mo-Mac ne sont pas efficaces
pour exporter un antigene exogene vers le cytosol, ce qui suggere qu’ils n’utilisent pas la voie
cytosolique pour la cross-présentation.

Pour confirmer cette hypothése, nous avons analysé la cross-présentation en présence d’'un
inhibiteur du protéasome (lactacystine). Afin de nous assurer que la lactacystine a 2,5ug/mL
inhibe I'activité du protéasome dans les DC ou les macrophages, nous avons mesuré |'activité du

protéasome.

2. Méthode

Pour évaluer l'efficacité de l'inhibiteur du protéasome (Lactaystine ou clasto-lactacystine B-
lactone, Merck / Millipore), les DC et les macrophages purifiées (1x10* cellules / puits) ont été
traités avec de la lactacystine (2,5 pg / mL) en milieu RPMI pendant 10 min a température
ambiante. Ensuite, les cellules ont été incubées avec un substrat fluorogene pour l'activité du
protéasome (LLVY-R110) pendant 3 heures a 37 ° C, 5% de COz; selon les instructions du
fabricant (Sigma). Le clivage de LLVY-R110 par le protéasome va augmenter l'intensité de la
fluorescence qui est mesurée par un fluorometre (Xex = 490 nm et Xex = 525 nm). La
fluorescence de tous les puits a été corrigée en soustrayant la fluorescence du bruit de fond

(milieu sans cellules).

3. Résultat

Afin de confirmer que la lactacystine inhibe I'activité du protéasome dans les mo-DC et mo-Mac,
nous avons mesuré 'activité du protéasome grace a un substrat fluorimétrique.

Nous avons observé que dans les mo-DC, I'activité du protéasome est partiellement inhibée en
présence de la lactacystine, alors que dans les mo-Mac, la lactacystine a 2,5 ug/mL, n’inhibe pas

I'activité du protéasome (Fig S1A). Nous observons que la lactacystine n’affecte pas la capacité
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des mo-DC (voir manuscrit) et des mo-Mac a présenter le peptide court aux cellules T, ni a cross-

présenter (Fig S1B).
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Figure S1 : Activité du protéasome en présence de lactacystine

(A) Apreés tri cellulaire, les mo-Mac ont été incubés avec un substrat fluorogéne du protéasome, en
I'absence ou en présence de lactacystine. Apres 3 heures, le ratio de l'intensité de la fluorescence a été
mesuré. Moyenne = SEM de trois expériences indépendantes. (B) Les mo-Mac ont été incubés avec
différentes concentrations de MelanA (peptide long ou court), en l'absence ou en présence de
lactacystine (Lacta). Aprés lavage, les mo-Mac ont été mis en culture avec des cellules T CD8 spécifiques
de I'antigene. Aprés 24 h, la sécrétion d'IFN-y par les cellules T a été mesurée par ELISA. Le bruit de fond

a été soustrait. Moyenne = SEM de trois expériences indépendantes.

4. Conclusion

Ces résultats confirment que les mo-DC n’utilisent pas la voie cytosolique pour cross-présenter.
Pour les mo-Mac, la lactacystine n’est pas efficace pour inhiber le protéasome a la

concentration utilisée, de ce fait, nous ne pouvons pas conclure définitivement.
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B. Test d’inhibition des cathepsines

1. Objectifs

Pour confirmer que les mo-DC et mo-Mac utilisent la voie vacuolaire pour la cross-présentation,
nous avons réalisé un test de cross-présentation en présence d’un inhibiteur des protéases
présentes dans les phagosomes (cathepsines B/L et S) et qui sont potentiellement impliquées

dans la voie vacuolaire.

2. Méthodes

Inhibition de la dégradation antigénique

Apreés tri cellulaire, les mo-DC et les mo-Mac (5.10° cellules/tubes) ont été incubés avec
I'inhibiteur de cathepsines a 10uM durant 15 min a 37°C. Les cellules ont ensuite été incubées
avec le DQ-OVA a 0,25 mg/mL (Substrat fluorescent, ThermoFischer) durant 10 min a 37°C.
Aprés lavage, la dégradation du DQ-OVA (qui entraine une augmentation de la fluorescence) est

mesurée par cytométrie en flux a des temps différents.

Test de la capture de I’antigéne

Afin de s’assurer que l'inhibiteur de cathepsines n’affecte pas la capture de OVA, nous avons
inclus dans le test d’inhibition du protéasome (ci dessus) 'OVA couplé un fluorochrome a 0,125
mg/mL (A647- ThermoFischer). Nous avons alors mesuré la fluorescence émise par I'OVA-A647

capturé par les cellules, par cytométrie en flux a différents temps.

3. Résultat

Pour évaluer I'efficacité de I'inhibiteur de cathepsines dans les mo-DC et mo-Mac, nous avons
utilisé la protéine DQ-OVA qui est un substrat fluorogene des protéases. Nous observons que
I'inhibiteur de cathepsines a 10uM n’affecte pas la viabilité cellulaire (Fig S2A). L’hydrolyse de
I'OVA-DQ entraine une augmentation de la fluorescence, nous pouvons observer que

I'inhibiteur de cathepsines diminue la dégradation de I'OVA-DQ dans les mo-DC et mo-Mac (Fig
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S2B). En revanche, nous pouvons observer que la dégradation de I'OVA-DQ est fortement
affectée dans les mo-Mac en présence de DMSO, qui a été utilisé pour reconstituer I'inhibiteur,
contrairement aux mo-DC. Nous pouvons également observer que l'inhibiteur de cathepsines

n’affecte pas la capture de 'OVA (OVA-A647) par les mo-DC, contrairement aux mo-Mac.
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Figure S2 : Inhibition de la dégradation de I’OVA par l'inhibiteur de cathepsines

(A) La viabilité cellulaire en absence et présence d’inhibiteur. (B) Aprés tri cellulaire, les mo-DC et mo-DC
ont été incubés avec I'inhibiteur de cathepsines a 10uM pendant 10 min a 37°C puis avec de 'OVA-DQ et
OVA-A647 pendant 10 min a 37°C. La fluorescence de 'OVA-DQ et OVA-647 a été mesurée toutes les 10

min.
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4. Conclusion

L'inhibiteur de cathepsines diminue la dégradation de I'antigéne dans les mo-DC sans affecter la
capture de I'antigéne. En revanche, nous ne pouvons pas conclure que l'inhibiteur est efficace
dans les mo-Mac, car en présence de DMSO la dégradation de OVA est également affectée. De
plus, lI'inhibiteur de cathepsines affecte la capture de 'OVA par mo-Mac. Nous pouvons alors
conclure que l'inhibiteur de cathepsines inhibe efficacement la dégradation de I'antigéne par les
protéases lysosomales dans les mo-DC, mais semble peu efficace dans les mo-Mac. Il serait donc
nécessaire d’inhiber la voie vacuolaire en utilisant un autre inhibiteur ou des shRNA, qui

n’affecteront pas la capture de I'antigene par les mo-Mac.

C. Capacité des mo-DC et des mo-Mac a présenter sur molécules du CMH I1.

1. Objectif

Nous avons constaté que les mo-DC sont efficaces, contrairement aux mo-Mac, pour induire
une réponse T CD8" cytotoxique et qui est dépendante des LT CD4*. Ce résultat pourrait
s’expliquer par le fait que les mo-Mac présentent peu efficacement I'antigene aux LT CD4,
conduisant a une faible activation des LT CD4. Afin de tester cette hypothése, nous avons
déterminé la capacité des mo-DC et des mo-Mac a présenter la tétanos toxoide aux LT CD4
mémoires autologues. Pour cela, nous avons analysé par cytométrie en flux la prolifération des

LT CD4 induite par ces deux populations cellulaires aprés 5 jours de co-culture.

2. Matériel et méthode

Les sous populations de DC et de macrophages (10*/puits) ont été incubées avec différentes
concentrations de I'anatoxine tétanique (Tetanus Toxoid EMD Millipore) pendant 3h a 37°C
dans du milieu Yssel. Les LT CD4* mémoires autologues sont marqués avec 5 uM de marqueur
de prolifération cellulaire violet (CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit, ThermoFischer) puis

plusieurs lavages sont effectués. Les DC et les macrophages sont mis en co-culture avec les LT

112



Résultats supplémentaires

CD4 marqués au CTV (10°/puits) durant 5 jours. La prolifération des LT CD4 est ensuite analysée

par cytométrie en flux.

3. Résultat

Les résultats montrent que les mo-DC activent plus efficacement les LT CD4 mémoires que les
mo-Mac et donc présentent I'anatoxine tétanique sur leurs molécules du CMH de classe Il plus
efficacement que les mo-Mac (Fig S3A-B). Cependant, les niveaux de prolifération sont faibles.
Nous avons donc inclus dans notre expérience un controle interne, en utilisant des populations
de DC modeles générées in vitro a partir de cellules CD34* du sang: CD1a* DC et CD14* DC (Fig
S3C-D). En effet, il a été démontré par notre laboratoire que ces deux types de DC présentent

I’anatoxine aux cellules T CD4* autologues (Segura et al., 2013a).
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Figure S3 : Présentation de I’anatoxine tétanique aux lymphocytes T CD4+ mémoires par les

mo-DC et mo-Mac

Les sous-populations de DC et de macrophages ont été triées par cytométrie puis incubées avec

différentes concentrations d’anatoxine tétanique (TT). Aprés lavage, les DC et les macrophages ont été

mis en culture pendant 5 jours avec des lymphocytes T CD4 mémoires autologues préalablement

marqués avec du CTV. La prolifération des lymphocytes T CD4 est analysée par cytométrie en flux. (A-B)

Les mo-DC et mo-Mac ont été différenciés in vitro a partir de monocytes du sang. (C-D) les CD1a* DC et

CD14* DC ont été différenciées in vitro a partir de précurseurs CD34* du sang. (A et C) Prolifération des

LT CD4 mémoires en présence de cellules dérivées des monocytes ou CD34+ apres incubation avec la TT

a 5ug/mL. (B et D) Mean+SEM de 5 expériences indépendantes.
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4. Conclusion

Malgré la variabilité inter donneur, les mo-DC semblent plus efficaces que les mo-Mac pour la
présentation sur les molécules du CMH Il. Ceci pourrait expliquer que les mo-Mac ne sont pas

efficaces pour induire une réponse T CD8 cytotoxique.

D. Induction de Treg
1. Objectif

Durant cette thése, nous avons montré que les mo-Mac ne sont pas efficaces pour induire une
réponse CTL. Nous avons alors émis |'hypothése que les mo-Mac pourraient induire des
lymphocytes T CD8 régulateurs (Treg).

Afin d’évaluer la capacité des mo-Mac a induire des Treg, nous avons utilisé notre protocole de
co-culture mis en place pour étudier la réponse cytotoxique et analysé I'expression de CD15s et

Foxp3 par les lymphocytes T CD4* et LT CD8* (Miyara et al., 2015) .

2. Matériel et méthode

Apres tri cellulaire, les mo-DC et mo-Mac (1x10%/puit) ont été mis en culture avec les LT CDS8
et/ou LT CD4 naifs CD45RA*, CD45R0O" (5x10%/puit). Aprés 6 jours de co-culture, la prolifération
des LT CD4 et CDS, ainsi que I'expression de Foxp3 et CD15s a été analysée par cytométrie en

flux.

3. Résultats

Nous avons analysé par cytométrie en flux la prolifération et I'expression de CD15s et Foxp3 par
les LT CD4 et LT CD8 aprés 7 jours de co-culture. Nous constatons que les mo-DC induisent une
meilleure prolifération des lymphocytes T naifs que les mo-Mac (Fig S4A et B).

Nous pouvons également observer que les mo-DC induisent |'expression de CD15s a la surface

des LT CD4 et LT CD8. Les mo-Mac, quant a eux, induisent uniquement I'expression de CD15s
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par les LT CD4. En revanche, les mo-DC et les mo-Mac n’induisent pas I'expression de Foxp3 par

les LT CD4 et LT CD8.
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Figure S4 : Expression de CD15s et Foxp3 par les lymphocytes T
Les mo-DC et mo-Mac ont été différenciées in vitro a partir de monocytes du sang.

(A) Apres tri cellulaire, les mo-DC et mo-Mac ont été mis en culture avec des lymphocytes T CD4 et CD8
naifs allogéniques préalablement marqués avec du CFSE pour les CD4 et du CTV pour les CD8. (B) Apres 7
jours de co-culture, nous avons analysé par cytométrie en flux I'expression de CD15s et Foxp3 apres

restimulation des lymphocytes T avec de la PMA/ lonomycine en présence de Bréfeldine A.

4. Conclusion

Cette expérience a montré que les mo-Mac n’induisent pas de Treg. L’expression de CD15s sur
les LT CD4 et LT CD8 montre que les mo-DC ont la capacité d’activer les LT et les mo-Mac
uniquement les LT CDA4. Ce résultat rejoint nos données montrant que les mo-Mac n’ont pas la
capacité d’induire une réponse CTL, suggérant que les mo-Mac, contrairement aux DC, ne sont
pas capables de produire des signaux de co-activation et/ou les cytokines qui sont nécessaires

pour induire une réponse CTL.
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DISCUSSION

Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés aux propriétés fonctionnelles des
cellules dendritiques et des macrophages dérivés des monocytes, pour la cross-présentation et
la capacité a induire une réponse T CD8+ cytotoxique.

Pour étudier ces questions, nous avons plus particulierement utilisé des mo-DC et mo-Mac
provenant d’ascites tumorales de patients cancéreux. Afin d’étudier les spécialités
fonctionnelles de ces deux types cellulaires, nous avons employé différents modeles

expérimentaux.

Dans cette partie, je commencerai par les limites de nos modeéles expérimentaux et les solutions

apportées, puis je discuterai des résultats obtenus et les perspectives de ce projet.

A. Les limites expérimentales

1. Variabilité des échantillons humains

Dans notre étude, nous avons principalement travaillé avec des ascites tumorales
provenant de patients cancéreux, ainsi que des cellules provenant du sang de donneurs sains.
L'utilisation d’échantillons humains présente des limitations car plusieurs parametres peuvent
influencer les résultats tels que: le traitement médical, I'age, le stade tumoral et le
polymorphisme génétique (Simon et al.,, 2015). De plus, la réponse immunitaire varie d’un
individu a un autre (Brodin and Davis, 2017; De Jager et al., 2015; Liston et al., 2016). Tous ces
critéres doivent étre pris en compte lors de l'interprétation des résultats car ils contribuent a
des variations inter-donneurs. Cependant, il est difficile de prendre en compte ces différents
parameétres car nos échantillons sont anonymisés, dés lors nous avons décidé d’utiliser un
nombre suffisamment élevé de donneurs dans notre étude afin de renforcer la validité de nos
conclusions par des tests statistiques.

Durant notre étude, nous avons utilisé un modeéle expérimental basé sur une réaction
allogénique entre les DC ou macrophages d’'un donneur et les lymphocytes T naifs d’un autre

donneur. La réaction allogénique est dépendante du « mismatch » entre donneurs, ce qui
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explique les variations d’activation et de prolifération des lymphocytes T CD4 ou CD8 dans notre

modeéle expérimental.

2. Rareté et fragilité des APC humaines

Les DC et les macrophages sont des cellules primaires rares et fragiles, limitant le
nombre de conditions pouvant étre testées dans nos expériences. Nous utilisons les mo-DC et
les mo-Mac fraichement purifiés et le plus rapidement possible. Les cellules ne sont pas mises
en culture en présence de cytokines ou facteurs de croissance pour ne pas modifier leurs
propriétés fonctionnelles.

L'utilisation d’inhibiteurs a une concentration minimale inhibitrice entraine également la mort
cellulaire des mo-DC et des mo-Mac. De ce fait, il a été impossible de réaliser des expériences
avec certains inhibiteurs (E64 et inhibiteur de cathepsine) avec les mo-DC des ascites. Dans le
cas des mo-Mac, nous n’avons pas réussi a inhiber le protéasome avec la lactacystine a la méme
concentration que celle utilisée pour les mo-DC, il serait donc nécessaire d’employer d’autres
inhibiteurs du protéasome (I'epoxomicine ou MG-132, qui sont plus toxiques).

Afin d’obtenir un nombre suffisant de cellules pour certaines expériences, nous avons utilisé un
modele de différenciation des monocytes in vitro, récemment développé au laboratoire, et qui
permet d’obtenir des mo-DC et mo-Mac qui sont trés semblables aux cellules présentes dans
I'ascite (Goudot et al., 2017). Nous avons ainsi utilisé ces cellules pour tester les inhibiteurs de la

voie vacuolaire.

B. Discussion et perspectives

1. La cross-présentation par la voie vacuolaire

Au cours de cette these, nous avons mis en évidence que les mo-DC et mo-Mac,
provenant d’ascites tumorales ou de notre modele in vitro, cross-présentent uniquement par la
voie vacuolaire.

Des données contradictoires existent dans la littérature car il a été montré que les mo-DC

générées in vitro en utilisant les cytokines GM-CSF et IL-4 peuvent utiliser 'une ou 'autre des
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deux voies pour la cross-présentation. En effet, certaines études montrent les mo-DC utilisent
pour la cross-présentation d'antigénes solubles la voie vacuolaire (Chiang et al., 2016; Ma et al.,
2016), et d'autres que les mo-DC utilisent la voie cytosolique (Baleeiro and Walden, 2017;
Baleeiro et al., 2015; Dinter et al., 2015; Ménager et al., 2014). De plus, il a été rapporté que la
cross-présentation d'antigéne associé aux cellules est dépendante du protéasome dans ces DC
(Fonteneau et al., 2003). Ces résultats suggérent que selon la nature de I'antigéne, les mo-DC
différenciées avec GM-CSF/IL-4 utilisent la voie vacuolaire ou la voie cytosolique pour la cross-
présentation.

Des analyses transcriptomiques ont montré que les mo-DC de notre modele in vitro sont
différentes des mo-DC générées avec les cytokines GM-CSF et IL-4. En effet, les mo-DC GM-
CSF/IL4 sont plus proches des cDC, contrairement aux mo-DC de notre modele in vitro qui sont
plus proches des mo-DC des ascites tumorales (Goudot et al., 2017). Ceci suggéere que ces deux
types de mo-DC sont des populations distinctes, et pourraient utiliser des mécanismes

différents pour la cross-présentation.

Il a été proposé que le choix de la voie cytosolique par rapport a la voie vacuolaire pour la cross-
présentation est dicté par la forme de I'antigene. En accord avec cela, il a été montré que les
pDC humaines cross-présentent les antigenes solubles et associés aux cellules par la voie
cytosolique (Hoeffel et al., 2007)(Segura et al., 2013a) mais utilisent la voie vacuolaire pour
cross-présenter des antigénes viraux (Di Pucchio et al., 2008). De plus, les cDC1 humaines cross-
présentent les antigénes solubles en utilisant la voie cytosolique (Chiang et al., 2016)(Jongbloed
et al., 2010)(Segura et al., 2013a), mais la cross-présentation des complexes immuns est inhibée
a la fois par les inhibiteurs du protéasome et des protéases lysosomales (Flinsenberg et al.,

2012).

Enfin, il n’est pas exclu que les propriétés intrinséques des sous-populations de DC puissent

orienter le choix de la voie de cross-présentation. En effet, il a été démontré chez la souris que

les molécules impliquées dans la cross-présentation sont différentes entre les cDC1 et les mo-
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DC générées in vivo et in vitro (Kretzer et al., 2016; Segura et al., 2009). Nos résultats montrent

la validité de cette hypothese pour les DC humaines.

2. Mécanismes moléculaires de la voie vacuolaire

Les travaux réalisés par Shen et al ont montré que la cross-présentation par la voie
vacuolaire est altérée par la leupeptine, un inhibiteur de cystéine protéase et serine protéase.
Chez la souris, il a été démontré que les DC knock out a la fois pour cathepsine S et TAP perdent
leur capacité a cross-présenter aux lymphocytes T CD8+ des antigénes particulaires, des
antigenes associés aux cellules ou du virus Influenza. En effet, les DC déficientes en cathepsine S
générent peu de peptides antigéniques dans leur phagosome, diminuant la fixation des peptides
sur les molécules du CMH-I et la cross-présentation. En revanche, les DC ou les phagosomes
contiennent de la cathepsine S ou une cathepsine S recombinante sont capables de cross-
présenter, car la cathepsine S génere des peptides qui se lient aux molécules du CMH-I (Shen et
al., 2004). Cette étude suggere que la cathepsine S joue un réle majeur dans la génération des
antigenes pour la cross-présentation par la voie vacuolaire.

Dans notre étude, nous avons montré que la capacité des mo-DC a cross-présenter est altérée
par un inhibiteur de cathepsine (qui inhibe les cathepsines B, L et S) mais pas par I'inhibiteur des
cystéines protéases et de cathepsines B/H et L (E-64). En accord avec la littérature, nos résultats

suggerent que la cathepsine S a un réle clé dans la cross-présentation par la voie vacuolaire.

Cependant, il n’est pas exclu que d’autres molécules puissent étre impliquées. Il serait
intéressant de déterminer quelles protéases sont impliquées dans la voie vacuolaire dans les DC
humaines en utilisant notre modeéle in vitro de DC et de macrophages dérivées des monocytes.
En effet, ces cellules utilisent uniquement la voie vacuolaire pour la cross-présentation, et il est
possible de les manipuler pour éteindre I'expression de génes candidats par la technique de
shRNA aprées infection par un lentivirus. Il est important de déterminer les activités
enzymatiques impliquées, car selon le mécanisme de dégradation de I'antigéne, la nature des
épitopes peut étre différente et avoir un impact sur la cross-présentation par les mo-DC (Dinter

et al., 2015).
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3. La cross-présentation par les macrophages

Durant cette thése, nous avons mis en évidence que les mo-Mac humains provenant
d’ascites ou de notre modele in vitro sont également capables de cross-présenter, alors que les

macrophages résidents dans les amygdales ne cross-présentent pas (Segura et al., 2013a).

Les DC sont considérées comme les seules cellules spécialisées dans la cross-présentation.
Néanmoins, différentes études ont mis en évidence que les macrophages, chez ’lhomme et chez
la souris, ont la capacité de cross-présenter. Dans des modeéles in vitro, il a été démontré que
des lignées cellulaires ressemblant a des macrophages (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995)
(Houde et al., 2003) (Norbury et al., 1995) ou des monocytes différenciées en macrophages en
présence de GM-CSF (Boyer et al., 1999) cross-présentent des antigénes particulaires et
solubles. In vivo chez la souris, les macrophages cross-présentent aux lymphocytes T CD8+ des
antigenes viraux (Alatery et al.,, 2010) (Bernhard et al., 2015) et des antigénes associés aux

cellules (Belizaire and Unanue, 2009).

Chez I'homme, dans un modele in vitro de différenciation des monocytes en DC ou
macrophages en présence de GM-CSF et IL-13 ou IL-4, il a été montré que les mo-Mac cross-
présentent des particules virales aussi efficacement que les mo-DC dérivées des monocytes

(Buseyne et al., 2001).

Pour expliquer ces résultats, on peut faire I'hypothése que les macrophages dérivés des
monocytes ont un programme transcriptionnel différent de celui des macrophages

« classiques » et qui leur permet de cross-présenter.

Afin d’identifier les mécanismes impliqués dans la cross-présentation par les mo-Mac, on
pourrait identifier des genes candidats par RNA-seq en comparant I'expression des genes entre
les macrophages des amygdales et les mo-Mac des ascites, et valider ces genes candidats en
éteignant leur expression par la technique de shRNA. Nous pourrions également comparer les

propriétés fonctionnelles des phagosomes des mo-Mac des ascites avec ceux des macrophages
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des amygdales, telles que le pH et la vitesse de dégradation des antigenes exogénes

internalisés.

4. Induction de la réponse T CD8 cytotoxique par les mo-DC

Nous avons montré que les mo-DC induisent des CTL aussi efficacement que les cDC
présentes dans les amygdales, et cette induction est dépendante des lymphocytes T CDA4.
De nombreuses études ont mis en évidence que les lymphocytes T CD4 aukxiliaires jouent un réle
primordial dans I'induction de CTL. En effet, chez la souris la déplétion ou I'absence de LT CD4
affecte la réponse cytotoxique anti-tumorale ou infectieuse (Ridge et al., 1998) (Kumaraguru et
al., 2005)(Lu et al., 2000)(Ahrends et al., 2017). Les mémes résultats ont été observés chez
I’'homme dans un systéme allogénique in vitro (Nizzoli et al., 2013) . Nos résultats rejoignent les
données de la littérature, car les mo-DC et les cDC présentes dans I'amygdale induisent la

prolifération des lymphocytes T CD8+ et une réponse CTL uniquement en présence de LT CD4.

En revanche, nos résultats montrent que les mo-Mac, malgré leur capacité a cross-présenter, ne
sont pas efficaces pour induire une réponse cytotoxique. Ce résultat peut s’expliquer par
plusieurs hypothéses : 1) les mo-Mac, contrairement aux DC, ne présentent pas efficacement les
antigenes aux LT CD4, qui a leur tour, n’exprimeront pas les signaux nécessaires pour activer les
LT CD8 ou 2) les mo-Mac, contrairement aux DC, n’ont pas la capacité de produire les cytokines

ou molécules de co-stimulation nécessaires a I'induction des CTL.

Dans notre étude, les mécanismes moléculaires impliqués dans l'induction des CTL par les mo-
DC restent encore a élucider. Néanmoins, plusieurs études ont montré que I'expression de
CD40-L (Schoenberger et al., 1998)(Bennett et al., 1998; Lu et al., 2000)(Lee et al., 2003), CD86
(Prilliman et al., 2002), CD70 (Bullock and Yagita, 2005)(Arens et al., 2004)(Hendriks et al., 2003)
(Ahrends et al., 2017), 4-1BBL (Diehl et al., 2002) et des cytokines IL2 (Steiger et al.,,
1995)(Buhlmann et al., 1999)(Janssen et al., 2003)(Williams et al., 2006), IL-12 (Bianchi et al.,
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1999; Curtsinger et al., 2003; Grufman and Karre, 2000; Wan et al., 2001) et IL-15 (Oh et al.,
2008) sont essentielles pour induire une réponse T cytotoxiques.

Récemment, une étude a montré, chez la souris, que les mo-DC et les cDC n’expriment pas les
mémes molécules de co-stimulation (Chang et al.,, 2017). Au cours d’une infection, les cDC
expriment fortement les molécules CMH-Il, CD80 et CD86, tandis que les mo-DC expriment
fortement GITRL, 4-1 BBL, OX40L et CD70 (Chang et al., 2017). L'induction de CTL n’a pas été
directement étudiée dans ce travail, mais ces résultats suggérent que les mo-DC pourraient

jouer un réle important, complémentaire des cDC, dans la régulation des réponses cytotoxiques.

Des travaux chez la souris ont démontré que lors d’une réactivation du virus herpés simplex
(HSV), I'activation des lymphocytes T CD8+ mémoires peut étre initiée directement dans les
tissus périphériques par les mo-DC (Wakim et al., 2008). Il a également été démontré, chez la
souris, apres inhalation d’une forte dose d’allergéne, que les mo-DC présentent efficacement
I'allergéne aux LT dans les poumons (Plantinga et al., 2013). Dans les cas de vaccination
intramusculaire contenant des adjuvants, il a été observé un recrutement massif des monocytes
sur le site de vaccination, conduisant a une augmentation du nombre de mo-DC (Langlet et al.,
2012). Les mo-DC peuvent présenter I'antigene vaccinal aux lymphocytes T présents dans le
muscle (Calabro et al., 2011)(Kool et al., 2008)(Giannini et al., 2006)(Didierlaurent et al.,
2009)(MacLeod et al., 2011). Enfin lors d’une vaccination intra-tumorale avec de I'anthracycline,
qui stimule la mort des cellules cancéreuses, les cellules cancéreuses mortes, libérent de I'ATP.
L'ATP permet le recrutement des cellules myéloides dans les tumeurs et stimule leur
différenciation en cellules CD11c+CD11b+Ly6Chi, qui présentes certaines caractéristiques des
mo-DC, qui vont induire une réponse anti-tumorale sur le site de vaccination (Ma et al., 2013).
La surexpression d’ ectonucléotidases dans les tumeurs, le blocage des récepteurs purinergiques
ou la neutralisation de CD11b, supprime la réponse anti-tumorale induite par I'anthracycline. Ce
qui suggere, que les CD11c+CD11b+Ly6Chi dans les tumeurs présentent les antigénes tumoraux

(provenant des cellules tumorales mortes) aux lymphocytes T.
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Ces résultats montrent que, en plus d’exprimer des molécules de co-stimulation différentes des
cDC, les mo-DC peuvent interagir directement avec les lymphocytes T dans les tissus et induire
ainsi une réponse CTL plus rapide que les cDC. En effet, les cDC, apres capture de l'antigéne,
doivent migrer vers les organes lymphoides secondaires pour présenter l'antigéne aux

lymphocytes T. Ces données suggerent que ces deux types de DC ont un réle complémentaire.

En accord avec ces données, nous avons montré que les mo-DC humaines ont également la
capacité d’induire une réponse cytotoxique dans un contexte inflammatoire, aussi efficacement
que les cDC des amygdales.

De ce fait, les mo-DC sont des cibles potentielles pour le développement de nouveaux

traitements afin d’induire une réponse CTL efficace anti-infectieuse ou anti-tumorale.

C. La cross-présentation et le cancer

1. Roéle des DC et de la cross-présentation dans la réponse anti-tumorale

Plusieurs études suggerent que les cDC1 sont essentielles pour la cross-présentation

dans la réponse immunitaire anti-tumorale.

Dans un modele in vivo chez les souris déplétées en cDC1 ( souris Batf3-/-), le rejet de tumeurs
syngéniques hautement immunogénes est altéré (Hildner et al., 2008)(Fuertes et al., 2011).

Il a été démontré que les cDC1 murines capturent les antigénes directement dans les tumeurs
puis migrent, via CCR7, vers les ganglions lymphatiques ou elles présentent I'antigene aux

lymphocytes T CD8 naifs (Broz et al., 2014; Roberts et al., 2016).

Par cytométrie en flux et par imagerie intravitale, il a également été démontré, chez la souris,
que les cDC1 dans le mélanome sécretent des chimiokines telles que CXCL10, qui favorise la
migration des lymphocytes T CD8 effecteurs dans la tumeur (Spranger et al., 2017). En
revanche, dans les tumeurs mammaires chez la souris, les cDC1 expriment fortement CXCL9 et

faiblement CXCL10. De plus, une étude récente montre que le traitement par chimiothérapie
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combiné a de I'anti-TIM3 (exprimé par les DC, qui est un régulateur négatif des LT) augmente la
sécrétion de CXCL9 par les cDC1 et favorise la réponse T CD8 anti-tumorale (de Mingo Pulido et
al., 2018).

De plus, il a été montré chez 'homme que les cDC1 dans les tissus tumoraux expriment la
lymphotoxine-3, qui est importante pour la formation des structures lymphoides tertiaires (TLS,
enrichis en lymphocytes T) au niveau des sites tumoraux (Dieu-Nosjean et al., 2008;Lavin et al.,

2017).

Ces résultats suggérent que les cDC1 chez 'lhomme, comme chez la souris, ont un rdle clé dans

la réponse anti-tumorale.

De plus, il a été montré que les interférons de type | sont impliqués dans le rejet de la tumeur
par leurs effets sur les cDC1 dans les ganglions lymphatiques drainant la tumeur (Diamond et al.,
2011; Fuertes et al.,, 2011). En effet, les interférons de type | peuvent améliorer la cross-
présentation en diminuant la dégradation de I'antigéne dans les compartiments endocytaires et

en favorisant la survie des cDC1 (Lorenzi et al., 2011).

2. Echappement des tumeurs aux réponses T cytotoxiques

De nombreuses études ont montré que les cellules tumorales créent un
microenvironnement leur permet d’échapper au systéme immunitaire, et en particulier aux
réponses T cytotoxiques. Les facteurs solubles dérivés des tumeurs semblent supprimer
activement la fonction normale des DC et leur recrutement dans le microenvironnement
tumoral (Veglia and Gabrilovich, 2017). Dans un modele de cancer du sein, il a été démontré
que I'lL-10 sécrété par les macrophages inhibe la production d'IL-12 par ¢cDC1 dans la tumeur,
altérant leur capacité a induire des réponses T CD8+ spécifiques de l'antigéne. En effet,
I'expression de I'lL-12 et les réponses anti-tumorales sont restaurées chez des souris traitées

avec un anticorps bloquant le récepteur de I'lL-10 (IL-10R) (Ruffell et al., 2014).
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Chez les patientes atteints de cancer du sein, les DC du sang présentent généralement
un phénotype immature, qui empéche I'activation des LT (Verronése et al., 2016).
Chez I'homme et chez la souris, il a été démontré que dans les tumeurs, la Matrix
metalloproteinase 2 (MMP-2) stimule le récepteur TLR2, ce qui entraine l'inhibition de la
sécrétion d'IL-12 par les DC et I'inhibition de la différenciation des cellules T auxiliaires (Th1), et
favorise la différenciation des cellules T pro-tumorigénes Th2 (Godefroy and Bhardwaj, 2012;

Godefroy et al., 2014, 2014; Gonzalez-Gugel et al., 2016).

De plus, chez 'homme, l'expression dans le microenvironnement tumoral de cytokines
suppressives telles que le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) (Wallin et al.,
2016), MCSF (Chockalingam and Ghosh, 2014) et chez la souris ; TGF- (Chen and Wahl, 2002) et
IL-10 (Mannino et al., 2015) inhibe la différenciation et la maturation des DC, altérant ainsi la
différenciation des cellules T en LT Thl. Ces cytokines suppressives induisent également
I'expression de l'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) par les mo-DC humaines (GMCSF/IL4)
(Marti et al., 2014) et de PDL1 par les DC murines (Song et al., 2014), favorisant ainsi I'anergie
des lymphocytes T et la différenciation des cellules T en Treg (Ghiringhelli et al., 2005). Ces
facteurs suppressifs peuvent aussi empécher la migration des DC de la tumeur vers les OLS, ou

elles activent les LT (Weber et al., 2005).

Le microenvironnement tumoral peut également modifier les voies métaboliques des
cellules immunitaires pour échapper au systeéme immunitaire. Chez ’'homme et chez la souris, il
a été démontré que le microenvironnement tumoral entraine une accumulation de lipides dans
les DC, affectant leur capacité a cross-présenter les antigenes tumoraux aux LT (Cubillos-Ruiz et
al., 2015)(Tyurin et al.,, 2011)(Gao et al.,, 2015)(Herber et al.,, 2010). De plus, le
microenvironnement tumoral peut entrainer un stress dans le RE des DC et une augmentation
de I'expression du facteur de transcription XBP-1, ce qui inhibe la capacité des DC a cross-

présenter et a activer les LT (Cubillos-Ruiz and Glimcher, 2016; Cubillos-Ruiz et al., 2015).
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Enfin, I'hypoxie dans le microenvironnement tumoral entraine une accumulation excessive
d’adénosine dans les DC. Le role physiologique de l'adénosine est de réduire l'inflammation
jusqu'a ce que I'homéostasie soit rétablie. Cependant, chez 'homme il a été démontré que
I’adénosine s’accumule dans les DC de la tumeur, favorisant la production de cytokines
immunosuppressives et I'expression d’IDO (Young et al., 2014), ce qui inhibe la capacité des DC
a cross-présenter et a activer les LT (Mellor and Munn, 2003; Munn et al., 2002) (van Baren and

Van den Eynde, 2015).

Tous ces résultats démontrent que les DC, par leur capacité a cross-présenter et a produire
des cytokines, sont primordiales pour induire une réponse T CD8 cytotoxique anti-tumorale. Le
microenvironnement tumoral affecte la fonctionnalité et la capacité des DC a cross-présenter
les antigénes aux LT CD8+ et a les stimuler, par la production excessive de cytokines
suppressives ou en modifiant les voies métaboliques dans les DC. C’'est pourquoi cibler les DC en
immunothérapie représente une stratégie prometteuse pour le développement de nouveaux
vaccins anti-tumoraux. Mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la cross-
présentation des DC humaines est donc essentiel pour manipuler la réponse CTL induite par les

DC, que je développerai dans cette derniére partie.

D. Immunothérapie contre le cancer

Au cours des dernieres années, le développement de vaccins ciblant les DC a connu une
véritable expansion. Ces nouveaux vaccins prennent en compte la suppression immunitaire
induite par le microenvironnement tumoral et les connaissances acquises sur les mécanismes

moléculaires impliqués dans la cross-présentation par les DC.

En conséquence, le développement de nouveaux vaccins vise a :

1) Stimuler la maturation des DC grace a des ligands des récepteurs TLR (tels que Poly I :C, LPS)
(Napolitani et al., 2005), des cytokines (TNF-a, IL1-B, IL-6, IFN-a, IFN-y) ou des molécules de co-
stimulation (CD40L) (Ma and Clark, 2009). Cette stimulation induit une augmentation de

I’expression des molécules du CMH-I/CMH-Il mais également des molécules de co-stimulation
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(CD86 ; CD70)(Bullock and Yagita, 2005; Prilliman et al., 2002), la sécrétion de cytokines, telles
que IL-12 et IFN y et I'expression de récepteurs de chimiokines tels que CCR7 (Buhlmann et al.,
1999; Janssen et al., 2003; Steiger et al., 1995; Williams et al., 2006) qui sont nécessaires pour
induire une réponse T CD8 cytotoxique (Okada et al., 2011).

2) Optimiser la forme de I'antigéne. Chez la souris, il a été observé que le traitement des
antigenes tumoraux avec de |'acide hypochloreux (HPO) entraine une augmentation de la
capture et de la cross-présentation des antigénes vaccinaux par les DC, conduisant a une
réponse T CD8 cytotoxique spécifique (Chiang et al.,, 2013). Une autre étude chez la souris
montre que la vaccination avec des cellules tumorales irradiées qui sécretent du GM-CSF, induit
I'activation et la maturation des DC, favorisant leur capacité a cross-présenter |'antigene
tumoral (Clancy-Thompson et al., 2013; Lee et al., 2015b).

3) Optimiser la capture des antigénes

Les antigenes tumoraux couplés a des anticorps contre les récepteurs d'endocytose tels que les
récepteurs de lectine de type C (Schreibelt et al., 2012), DEC-205 (Saluja et al., 2014), les
récepteurs du mannose et CD40 (Beatty et al.,, 2011) sont plus susceptibles d’étre cross-
présentés contrairement aux antigénes solubles. En effet, il a été démontré que les DC cross-
présentent efficacement les antigénes tumoraux couplés avec une protéine de fusion de DEC-
205 et induit une réponse immunitaire anti-tumorale beaucoup plus forte que les antigenes
solubles a des doses standard beaucoup plus élevée (1000 fois) (Bonifaz et al., 2002, 2004). Les
mémes résultats ont été observé avec des vaccins comprenant des anticorps contre les
récepteurs aux mannose et CD40 (Macri et al., 2016; Nimanong et al., 2017; Thompson et al.,

2015).

Par conséquent, les méthodes visant a augmenter la cross-présentation des antigénes des
cellules tumorales par les DC ont des avantages pour l'immunothérapie du cancer, en
augmentant les réponses T cytotoxiques. Cependant, les vaccins qui visent a augmenter la cross-
présentation en agissant directement sur ses mécanismes intracellulaires n’ont pas encore été

développés.
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Outre la capacité des DC a cross-présenter pour induire une réponse CTL, la cross-présentation
peut également conduire a la tolérance (cf Partie Il, 5 régulateurs de la cross-présentation), ce
qui pourrait étre exploité pour un bénéfice thérapeutique. En effet, I'inhibition de la cross-
présentation par des agents thérapeutiques qui affectent la dégradation des antigenes (Hervé et
al., 2013; Hunzeker et al., 2011), et la formulation d'antigénes pouvant conduire a une réponse
tolérogene (Bonifaz et al., 2002) pourraient étre utilisés pour traiter les maladies auto-immunes

ou dans le cas de transplantation.
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Summary

After entering tissues, monocytes differentiate into cells that share functional features
with either macrophages or dendritic cells (DC). How monocyte fate is directed towards
monocyte-derived macrophages (mo-Mac) or monocyte-derived DC (mo-DC) and which

transcription factors control these differentiation pathways remains unknown. Using a novel in
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vitro culture model, yielding human mo-DC and mo-Mac closely resembling those found in vivo
in ascites, we show that IRF4 and MAFB are critical regulators of monocyte differentiation into
mo-DC and mo-Mac, respectively. Activation of the aryl hydrocarbon receptor (AHR) promotes
mo-DC differentiation through the induction of BLIMP-1, while impairing differentiation into
mo-Mac. AhR deficiency also impairs the in vivo differentiation of mouse mo-DC. Finally, AHR
activation correlates with mo-DC infiltration in leprosy lesions. These results establish that mo-
DC and mo-Mac are controlled by distinct transcription factors, and show that AHR acts as a

molecular switch for monocyte fate specification in response to micro-environmental factors.

Introduction

Mononuclear phagocytes are divided into three groups: macrophages, monocytes and
DC. Macrophages derive from embryonic precursors whose differentiation is strongly imprinted
by the micro-environment (Gosselin et al., 2014; Haldar et al., 2014; Lavin et al., 2014; Okabe
and Medzhitov, 2014). By contrast, classical DC derive from pre-committed precursors that
follow a pre-determined developmental program primed at an early stage, independently of their
tissue of residence (Breton et al., 2016; Schlitzer et al., 2015). When entering tissues, monocytes
can differentiate into either macrophages or DC (Mildner et al., 2013; Segura and Amigorena,
2013). Whether mo-DC and mo-Mac represent variations of one highly plastic cell type or
distinct bona fide lineages remains unclear (Guilliams et al., 2014). In addition, what
environmental cues drive monocyte fate towards mo-Mac versus mo-DC and what molecular
regulators orchestrate this process remains to be established.

In mouse models, mo-DC and mo-Mac appear during inflammation but are also found in

the steady-state at mucosal sites such as intestine and skin (Bain et al., 2014; Mildner et al.,
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2013; Segura and Amigorena, 2013; Tamoutounour et al., 2013). There is strong experimental
evidence that the same scheme applies to humans. Monocyte-derived cells are found in the
steady-state in human skin (McGovern et al., 2014). In inflammatory conditions, monocyte
recruitment was observed in the gut of inflammatory bowel disease patients (Grimm et al.,
1995), in cantharidin-induced skin blisters (Jenner et al., 2014) and in the nasal mucosa of
subjects with induced allergic rhinitis (Eguiluz-Gracia et al., 2016). Inflammatory macrophages
and DC have been described in atopic dermatitis (Wollenberg et al., 1996), Crohn's disease (Bain
et al., 2013; Kamada et al., 2008), psoriasis (Zaba et al., 2009), allergic rhinitis (Eguiluz-Gracia
et al., 2016), rheumatoid arthritis and tumor ascites (Segura et al., 2013). Transcriptomic analysis
showed that ascites DC share gene signatures with in vitro-generated monocyte-derived cells,
supporting the idea that these DC represent tissue mo-DC (Segura et al., 2013).

We hypothesized that transcription factors differentially expressed between human mo-
DC and mo-Mac may be involved in their differentiation from monocytes. We identified
candidate transcription factors by comparative transcriptomic analysis, and established a new
model of human monocyte differentation to test the role of these candidates. We found that /RF4
and MAFB are required for mo-DC and mo-Mac differentiation, respectively. We also show that
AHR is essential for driving monocyte differentiation towards mo-DC. Finally, we validated the
role of AHR in mo-DC differentiation in vivo in a mouse model and by analyzing clinical data

from leprosy patients.

Results

Establishment of a culture model for human monocyte differentiation
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To address the ontogeny of human monocyte-derived cells, we first searched for
transcription factors that are differentially expressed between monocytes, ascites mo-DC and
ascites mo-Mac. Using our transcriptomic data (Segura et al., 2013), we established a list of
candidates (table S1). To test their role, we turned to an in vitro model of monocyte
differentiation. Current culture models yield either mo-DC or mo-Mac depending on cytokines
used. By contrast, we needed a model that would mimic the differentiation of monocytes into
mo-DC and mo-Mac in the same environment. We therefore established a new in vitro system
enabling the differentiation of both mo-DC and mo-Mac in the same culture.

M-CSF and its receptor are essential for mo-DC and mo-Mac differentiation in vivo
during inflammation in mice (Davies et al., 2013; Greter et al., 2012), and M-CSFR is highly
expressed on human mo-DC and mo-Mac found in vivo (McGovern et al., 2014; Segura et al.,
2013). Therefore, we designed a cytokine cocktail based on M-CSF or IL-34, the two ligands of
M-CSFR. We also included IL-4, a cytokine known to induce the expression by cultured
monocytes of CD1 molecules, which are highly expressed on ascites mo-DC (Segura et al.,
2013). Finally, we added TNFa, a major mediator of inflammation. Culturing human blood
CD14" monocytes with M-CSF, IL-4 and TNFa or IL-34, IL-4 and TNFa yielded in the same
culture two main populations expressing CD16 or CD1a, and displaying a typical macrophage or
DC morphology, respectively (fig.1A and fig.S1A). Only CDIla" cells could efficiently induce
allogeneic naive CD4" T cell proliferation (fig.1B and fig.S1B), confirming that they were bona
fide DC. We then characterized the properties of cultured mo-DC and mo-Mac compared to that
of ascites mo-DC and mo-Mac. Both mo-DC and mo-Mac secreted 1L-6 after stimulation with
CD40L, but only mo-DC secreted 1L-23 (fig.1C and fig.S1C), similar to what we observed with

ascites cells (Segura et al., 2013). Phenotypic comparison of mo-DC and mo-Mac differentiated
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with M-CSF, or IL-34, IL-4 and TNFa with ascites mo-DC and mo-Mac showed similar
expression for various surface markers (fig.1D and fig.S1D), except for CD14 which is down-
regulated upon culture. CD14" monocytes were routinely isolated by positive selection using
magnetic beads with 90-95% purity, contaminating cells being CD14"CD16" monocytes. To
address whether the presence of CD14"CD16" monocytes could influence the culture outcome,
we isolated highly pure CDI4" monocytes by cell sorting. The absence of contaminating
CD14"CD16" monocytes did not impact monocyte differentiation into both mo-DC and mo-Mac
(fig.S1E). In addition, CD16" monocytes (isolated using magnetic beads) had a low survival rate
and did not maintain CD16 expression in culture (fig.S1F), suggesting that potential
contaminating CD16" monocytes had a negligeable effect on the final proportions of mo-DC and
mo-Mac. Of note, monocytes differentiated with GM-CSF and IL-4, a widely used culture
system, yielded only CD1a" mo-DC (fig.S1G). The phenotype of mo-DC derived with GM-CSF
and IL-4, with or without TNFa (fig.1D and fig.S1H), was less similar to that of ascites mo-DC.
When stimulated with a TLR7/8 ligand (R848) and an endogenous danger signal (uric acid
cristals), mo-DC differentiated with M-CSF, or IL-34, IL-4 and TNFa secreted high levels of
inflammatory cytokines (IL-1/4 and IL-6) (fig.S11), consistent with the secretory ability of ascites
mo-DC (Segura et al., 2013). Of note, mo-DC differentiated with GM-CSF and IL-4 were less
efficient for the secretion of IL-1£4 and IL-6, although they secreted TNFa and CXCLI10 at
similar levels as mo-DC differentiated with M-CSF, or IL-34, IL-4 and TNFa (fig.S11).

To determine whether these populations had a stable phenotype over time, we sorted
CD1a’CD16 cells, mo-DC and mo-Mac after 5 days of culture and re-cultured them separately
with M-CSF, IL-4 and TNFa (fig.1E). After 2 days of re-culture, the phenotype of CD1a'CD16

cells, mo-DC or mo-Mac remained stable based on the expression of CD16, CD163 and CDl1a.
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After 4 days of re-culture, only CD1a'CD16" cells and mo-Mac were still viable, and their
phenotype was largely unchanged (fig.S1J). These results show that mo-DC and mo-Mac are
maintained as stable populations over the course of the culture, and that mo-DC or mo-Mac do
not emerge from CD1a’CD16 cells at later time points. To address whether a single monocyte
could give rise to both mo-DC and mo-Mac in our culture model, we stained monocytes with a
proliferation dye and analyzed cell proliferation after 5 days. As a positive control, we stimulated
monocytes with the mitogen phytohaemagglutin-L (PHA-L), which induced the proliferation of a
portion of monocytes. Monocytes did not proliferate in the culture (fig.1F), suggesting that there
is a precursor-product relationship between a single monocyte and a single mo-DC, or mo-Mac,
progeny.

Finally, to complete the characterization of our culture model, we compared the
transcriptome of cell-sorted mo-DC and mo-Mac differentiated with M-CSF, or 1L-34, IL-4 and
TNFa with that of cell-sorted ascites mo-DC and mo-Mac, blood CD14" monocytes, blood
CDIc" DC and mo-DC differentiated with GM-CSF and IL-4. Supervised analysis of the micro-
array data showed differential expression for selected phenotypic markers as expected (fig.S2A).
Comparative transcriptomic analysis showed that mo-Mac and mo-DC differentiated with M-
CSF, IL-4 and TNFa were highly similar to those differentiated with 1L-34, IL-4 and TNFa
(fig.1G). In addition, these in vitro-generated mo-Mac and mo-DC clustered close to ascites mo-
Mac and mo-DC respectively, while the transcriptome of mo-DC differentiated with GM-CSF
and IL-4 was closer to that of blood CD1c* DC (fig.1G). These results show that our culture
system yields mo-DC and mo-Mac populations that closely resemble mo-DC and mo-Mac
present in human tumor ascites. For the rest of the study, we used monocytes cultured with M-

CSF, IL-4 and TNFa as a model to analyze monocyte-derived cell differentiatio
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IRF4 and MAFB are essential for the development of mo-DC and mo-Mac
To refine our list of candidates for the differentiation of monocyte-derived cells (table
S1), we removed transcription factors that are not expressed or not differentially expressed in in
vitro-derived mo-DC versus in vitro-derived mo-Mac (fig.2A). We selected for further validation
two candidates, /RF4 and MAFB, previously proposed to be involved in the development of a
subset of mouse classical DC (Murphy et al., 2015), and in macrophage differentiation (Kelly et
al., 2000) respectively. IRF4 and MAFB were differentially expressed in mo-DC versus mo-Mac,
both in vitro and in vivo (fig.S2B). In addition, we confirmed the differential expression of IRF4
and MAFB in blood monocytes, ascites mo-DC and ascites mo-Mac at the protein level (fig.2B).
IRF4 and MAFB were expressed early during the culture both at the mRNA (fig.2C) and protein
levels (fig.2D), consistent with their possible role as master regulator transcription factors.
To address the role of /RF4, we silenced its expression by infecting monocytes at the start of
the culture with lentiviral vectors containing shRNA against /RF4, or control shRNA
(fig.2E). Inhibition of /RF4 expression induced a dramatic reduction of mo-DC while
maintaining the mo-Mac population (fig.2F). We used a similar strategy to analyze the role of
MAFB (fig.2G). Silencing of MAFB resulted in a strong decrease in mo-Mac and an increase in
mo-DC differentiation (fig.2H). Analysis of additional phenotypic markers confirmed the
disappearance of mo-DC or mo-Mac from the culture, rather than the mere down-regulation of
CD1a or CD16 expression (fig.S2C-D). These results show that /RF4 and MAFB are essential for

mo-DC and mo-Mac development, respectively.

Monocytes are not heterogeneous for the expression of mo-DC gene signatures
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These results could be explained either by the presence of two distinct precursor
populations or by the existence among blood CD14" monocytes of two transcriptionnally primed
populations that would be pre-committed to become mo-DC or mo-Mac (Schlitzer et al., 2015).
To address the heterogeneity of CD14" monocytes, we performed single-cell RNA-seq on CD14"
monocytes from 2 donors isolated using magnetic beads. Cell purity as assessed by flow
cytometry was 93% and 95% respectively (fig.S3A). We generated single-cell transcriptomes
using a droplet-based method enabling 3> mRNA counting (Zheng et al., 2017). To evaluate the
heterogeneity of CD14" monocytes, we clustered cells using a graph-based approach with the
Seurat package, which combines dimensionality reduction and graph-based partitioning
algorithms for unsupervised clustering (Satija et al., 2015). For vizualisation of the cell clusters,
we used t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding (#-SNE) (fig.3A and fig.S3B). We found
two clusters, one of which represents around 25% of total cells and corresponds to cells
expressing FCGR3A (encoding CD16), higher levels of MHC class II molecules and several
genes preferentially expressed in CD14°CD16" and CD16" monocytes including IFITM?2 and
IFITM3 (fig.S3C) (Villani et al., 2017; Wong et al., 2011). In addition to contaminating
CDI14'CD16" monocytes, some of these cells may correspond to CD14" monocytes en route to
differentiating into CD14"CD16" monocytes (Patel et al., 2017). To address the potential
heterogeneity of the CD16™ cluster, we performed a second analysis excluding cells from the
CD16" cluster (fig.3B and fig.S3B). We did not detect subgroups of transcriptionally distinct
cells within the CD16  cluster, confirming that the CDI4" monocyte population is likely
homogeneous, as previously reported (Villani et al., 2017). To confirm these results, we sought
to address whether subpopulations of monocytes displayed transcriptional similarity with mo-DC

or mo-Mac. Because of the limited number of genes detected per cell in our analysis (average of
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1185), we interrogated published single-cell RNA-seq data obtained using the Smart-seq2
approach (Villani et al., 2017), characterized by a lower number of cells analyzed but a higher
number of genes per cell (average of 5326). We defined gene signatures for mo-DC and mo-Mac
using our transcriptomic data by identifying genes that were (i) more expressed in ascites mo-DC
than in blood monocytes, (ii) more expressed in ascites mo-DC than in ascites mo-Mac, and (iii)
more expressed in in vitro-derived mo-DC than in in vitro-derived mo-Mac (and vice-versa for
mo-Mac) (Table S2). We then queried genes with at least a 2-fold change. Among these, 35
genes for mo-DC and 35 genes for mo-Mac were expressed in the single-cell RNA-seq data set.
While none of the monocytes expressed the mo-DC signature, the mo-Mac signature was
partially expressed by all monocyte subsets (fig.3C for the classical subset definition and fig.S3D
for the revised subset definition (Villani et al., 2017)). We also assessed the expression of
selected genes that could be involved in determining monocyte fate, including receptors for the
cytokines used in our model (CSFIR, IL4R, TNFRSF1A), candidate transcription factors (/RF4,
MAFB, AHR) or genes recently proposed to distinguish “DC-biased” monocytes in the mouse
(FLT3, SPI1) (Menezes et al., 2016) (fig.3D for the classical subset definition and fig.S3E for the
revised subset definition). While /RF4 was not expressed by monocytes, MAFB was detected in
all monocyte subsets. We conclude that human CD14" monocytes are not heterogeneous in their
expression of mo-DC transcriptional signature. While monocytes do not contain a subpopulation
that would be pre-committed towards mo-DC differentiation, they all express a partial mo-Mac
gene signature, including MAFB, suggesting a default differentiation pathway towards mo-Mac

if no other environmental triggers are encountered.

AHR is a molecular switch for monocyte fate
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Given that monocytes do not seem to be transcriptionally primed, we then hypothesized
that environmental signals play a major role in driving monocyte fate. Among candidate
transcription factors (fig.2A), we identified AHR, a ligand-activated transcription factor sensing
tryptophan catabolites and metabolites generated by dietary intake, UV exposure, or microbiota
(Stockinger et al., 2014). AHR was differentially expressed by mo-DC and mo-Mac at the
mRNA (fig.S2B) and protein levels (fig.2B).

To address the role of AHR, we first inhibited its expression by targeted knock-down
using lentiviral vectors (fig.4A). AHR silencing reduced mo-DC differentiation while slightly
increasing mo-Mac (fig.4B). Because culture medium contains small amounts of AHR ligands
(Veldhoen et al., 2009) and AHR knock-down was incomplete (fig.4A), we sought to confirm
these results using a different approach. We cultured monocytes in the presence of various doses
of a natural AHR agonist (6-Formylindolo(3,2-b)carbazole, FICZ) or an AHR inhibitor
(stemregenin-1, SR1) and assessed mo-DC and mo-Mac differentiation. AHR activation by FICZ
increased mo-DC while decreasing mo-Mac development (fig.4C). Conversely, AHR inhibition
by SR1 increased mo-Mac while decreasing mo-DC proportions (fig.4C). Of note, the phenotype
of FICZ-treated mo-DC or SR1-treated mo-Mac was similar to that of untreated cells (fig.S4A-
B), while the phenotype of CD1a'CD16  cells remained unchanged (fig.S4C). These results
suggest that AHR is a molecular switch for mo-DC versus mo-Mac differentiation.

To decipher how AHR shapes monocyte fate, we assessed /RF4 and MAFB expression in
monocytes after 3h of culture with various combinations of M-CSF, IL-4, TNFa, SR1 and FICZ
(fig.4D and fig.S5A). We also analyzed the expression of CYP/AI, a known direct target of
AHR (Stockinger et al., 2014), as a control for AHR activation (fig.S5A). IL-4 induced /RF4

expression, as previously reported (Lehtonen et al., 2005). This induction was inhibited in the
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presence of SR1, indicating that /RF4 expression is dependent on AHR signaling, presumably in
response to small amounts of AHR ligand from the culture medium. However, /IRF4 is not
induced in the presence of FICZ alone. The expression of IL-4-induced /RF4 was further
increased in the presence of TNFa and with FICZ. By contrast, MAFB expression was induced
by culture medium alone, and further increased by M-CSF (fig.4D). AHR signaling had no
significant impact on MAFB expression at this time point. To address whether quantities of
mRNA expressed per cell or proportions of expressing cells were regulated by these signals, we
analyzed the expression of /RF4 and MAFB mRNA at the single-cell level using fluorescent in
situ hybridization coupled to flow cytometry (fig.4E). After 3h of culture, monocytes
upregulated MAFB in response to M-CSF, but in the presence of IL-4 and TNF-a, the proportion
of MAFB-expressing monocytes was dramatically reduced while a distinct population of /RF4-
expressing monocytes appeared, which was further increased in the presence of FICZ. These
results show that external signals polarize monocytes towards mo-DC versus mo-Mac
differentiation. In line with this, increasing concentrations in the culture of IL-4 (fig.S5B) or
TNFa (fig.S5C) increased the proportion of mo-DC while reducing that of mo-Mac. In addition,
the effect of FICZ on the culture outcome was strongly diminished in the absence of TNFa
(fig.S5D). These results indicate that IL-4, TNFa and AHR signaling synergize for I/RF4
induction and mo-DC differentiation. Collectively, these results suggest the existence of a default
differentiation pathway into mo-Mac, which can be switched to mo-DC differentiation in

response to IL-4, TNFa and AHR ligands.
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AHR acts through BLIMP-1

AHR activation triggers an autoregulatory feedback loop that restricts AHR signaling to a
short timeframe (Stockinger et al., 2014). Therefore, we hypothesized that the effect of AHR
activation on monocyte differentiation may be mediated by additional molecular regulators. In our
differential transcriptomic analysis, we looked for transcription factors that could be induced by
AHR activation based on literature (table S1). We identified PRDM1 (encoding BLIMP-1) as a
candidate. Studies on cell lines have suggested that PRDM1 is a target of AHR (De Abrew et al.,
2010; Ikuta et al., 2010). To analyze whether PRDMI was induced by AHR signaling in
monocytes, we measured PRDM]I expression during the early stages of monocyte culture in the
presence or absence of FICZ or SR1 (fig.5A). We found that PRDM1 was rapidly induced upon
AHR activation within 3 hours, suggesting that PRDM] is a target of AHR. At the protein level,
BLIMP-1 expression peaked during the first 24h of the culture then decreased (fig.5B). To
address whether PRDM1 was involved in monocyte differentiation, we knocked-down PRDM1
expression using shRNA (fig.5C). PRDMI silencing significantly decreased mo-DC
differentiation, while increasing the proportion of mo-Mac (fig.5D). To confirm that the effect of
AHR was mediated by PRDM 1, we silenced its expression in monocytes cultured in the presence
or absence of FICZ (fig.5E). PRDM]1 silencing abolished the promotion of mo-DC differentiation
by FICZ, while the proportion of mo-Mac was not fully restored to the level observed in control
cells in the absence of FICZ. These results suggest that BLIMP-1 is essential for AHR-induced

mo-DC differentiation.

AHR is involved in mo-DC differentiation in vivo in the mouse
To address the physiological relevance of our findings, we analyzed the role of AhR in

mo-DC and mo-Mac differentiation in vivo in the mouse. In the steady-state dermis, mo-DC and
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mo-Mac continuously differentiate in situ from monocytes recruited to the skin (Tamoutounour
et al., 2013). Five populations of macrophage/monocyte-related cells have been described in
mouse skin: dermal monocytes, mo-DC at an early stage of differentiation, fully differentiated
mo-DC, MHC class IT" macrophages (which contain a majority of mo-Mac) and resident MHC
class II' macrophages (Tamoutounour et al., 2013). Transcriptomic analysis showed that 442R and
Irf4 are more expressed in mo-DC than in macrophages, while MafB was more expressed in
macrophages (fig.S6A, GEO accession code GSE49358), consistent with our findings in human
monocyte-derived cells. In AhR-deficient mice, the proportion of skin mo-DC was decreased as
compared to wild type (WT) littermates, while the proportion of MHC class II" macrophages
were increased (fig.6A-B and fig.S6B). Proportions of other skin DC subsets and of monocyte
subsets in the spleen were similar between AhR-deficient and WT mice (fig.S6C-D). To confirm
these findings, we increased AhR ligand availability in vivo by feeding mice with an
experimental diet enriched for indole-3-carbinole (I3C), which is converted into an AhR ligand
by stomach acids (Bjeldanes et al., 1991). In mice fed with [3C-supplemented diet, mo-DC were
significantly increased and MHC class IT" macrophages were decreased in the skin compared to
mice fed with a control diet (fig.6C). These results show that AhR is involved in the in vivo
differentiation of dermal mo-DC.

Recently, Irf4 was shown in the mouse to be involved in the differentiation of a
population of peritoneal and pleural MHC II'CD226" monocyte-derived cells, proposed to be
mo-Mac (Kim et al., 2016). However, our results identify CD226 as a marker of human mo-DC,
both in vitro and in ascites (fig.1D). To determine the identity of mouse MHC II'CD226"
monocyte-derived cells, we isolated them from the peritoneal lavage of C57BL/6 mice, and

compared their morphology to that of ICAM2" peritoneal macrophages (fig.6D). MHC
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II"CD226" cells display a typical DC morphology, distinct from that of bona fide ICAM2"
macrophages. Consistent with this, MHC II'CD226" cells do not express the macrophage marker
MerTK (fig.S6E) and CD226 is highly expressed by dermal mo-DC, but not by dermal
macrophages (fig.S6A). These results identify Irf4-dependent MHC II'CD226" cells as mo-DC.
As previously reported (Kim et al., 2016), this population of peritoneal mo-DC is decreased upon
antibiotics treatment (fig.6E). Antibiotics induce the loss of intestinal bacteria species that are a
major source of endogenous AhR ligand (Zelante et al., 2013). To address whether the decrease
of peritoneal mo-DC upon antibiotics treatment was AhR-dependent, we fed antibiotics-treated
mice with a I3C-supplemented or control diet, and analyzed cells from the peritoneal lavage
(fig.6E). Supplementation in AhR ligand restored mo-DC differentiation in antibiotics-treated
mice almost up to normal levels.

Collectively, these results show that AhR activation in response to environmental stimuli

has a key role in driving monocyte fate towards mo-DC in vivo.

AHR activation correlates with the presence of mo-DC in leprosy lesions

Finally, to put these findings in the context of human disease, we assessed AHR signaling
and monocyte-derived cells presence in leprosy lesions, that contain granulomas in which
monocytes are constantly recruited (Russell et al., 2009; Schreiber and Sandor, 2010). We
analyzed published micro-array data from lepromatous (L-lep) and tuberculoid (T-lep) leprosy
lesions (GEO accession code GSE17763). Patients with L-lep lesions display poor
immunological responses against Mycobacterium leprae, the causative agent of leprosy, while
patients with T-lep lesions have strong anti-M. leprae T cell responses. We first defined “AHR

agonist” and “AHR antagonist” gene signatures based on publicly available transcriptomic data

217



Annexe 2

(Di Meglio et al., 2014) (table S3). To assess whether AHR signaling was active in leprosy
lesions, we performed Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) (fig.7A and fig.S7A). We found
that the “AHR agonist” signature was enriched in T-lep lesions, while the “AHR antagonist”
signature was enriched in L-lep lesions. Consistent with this, AHRR and CYP1AI, which are
upregulated upon AHR activation (Stockinger et al., 2014), were highly expressed in T-lep
lesions while /FIT1, which is down-regulated by AHR (Di Meglio et al., 2014), was more
expressed in L-lep lesions (fig.S7B). These results suggest that the AHR pathway was
preferentially activated in T-lep lesions. To address the presence of mo-Mac and mo-DC, we
performed GSEA using our gene signatures (table S2). The mo-DC signature was enriched in T-
lep lesions, while the mo-Mac signature was enriched in L-lep lesions (fig.7A-B). By contrast,
gene signatures of human Langerhans cells, skin CD1lc¢" DC or dermal macrophages (from
(Carpentier et al., 2016)) were not enriched in either dataset (fig.S7A). Consistent with these
results, MERTK, CD163 and FCGR3A (encoding CD16) were more expressed in L-lep lesions
and CDIA, CDIB and FCERIA were more expressed in T-lep lesions (fig.S7B). These results
suggest that mo-DC are more abundant in T-lep lesions while mo-Mac are more numerous in L-
lep lesions. This is in line with previous work showing the absence of CD1a"CD1b"CDI¢" DC in
L-lep lesions (Sieling et al., 1999) and the increased presence of CD163" macrophages in L-lep
lesions (Montoya et al., 2009). Collectively, these results show that AHR activation correlates

with the selective presence of mo-DC in L-lep lesions.

Discussion
In this work, we identify transcription factors involved in the differentiation of

monocytes either into mo-Mac (MAFB) or into mo-DC (IRF4, AHR, BLIMP-1). These results
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show that mo-DC and mo-Mac do not represent different states of polarized monocytes, but
rather are distinct lineages controlled by two different sets of molecular regulators. Several
studies have evidenced that monocyte differentiation into mo-DC or mo-Mac is context-
dependent (Bain et al., 2013; Zigmond et al., 2012). Here we identify micro-environmental cues
that shape monocyte fate. Our results suggest that, in the presence of M-CSF, monocytes
differentiate into mo-Mac by default, unless they are exposed to certain cytokines (IL-4 and
TNFa) in conjunction with AHR ligands, promoting mo-DC differentiation.

Our conclusions are primarily based on the use of an in vitro human monocyte
differentiation model, but are reinforced by the validation of our main finding in vivo in a mouse
model and the correlation between AHR activation and mo-DC presence in leprosy lesions. In
addition, BLIMP-1 and IRF4 were identified in both mouse and human as preferentially
expressed in intestinal CD103"CD11b" DC (a proposed mo-DC population), and mice deficient
for Blimp-1 in DC displayed a strongly reduced population of CD103°CD11b" DC in the
intestine (Watchmaker et al., 2014), further supporting the physiological relevance of our
findings.

It was suggested that mouse monocytes can be separated into two subpopulations that are
pre-committed to become mo-Mac in response to pathogens or mo-DC in response to GM-CSF
(Menezes et al., 2016). Using two different datasets of single-cell RNA-seq, we could not
identify distinct subpopulations of mo-DC and mo-Mac precursors within human CDI14"
monocytes. This is consistent with a recent single-cell RNA-seq analysis showing that mouse
Ly6C" and Ly6C™ monocytes are not heterogeneous at the transcriptomic level (Mildner et al.,
2017). Our results show that all monocyte subsets express a partial mo-Mac transcriptomic

signature, but cues from the micro-environment can drive monocyte fate towards mo-DC or mo-
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Mac. One hypothesis to explain how the same signals can induce different outcomes within a
transcriptionally homogeneous population could be the stochastic heterogeneity in chromatin
accessibility (Buenrostro et al., 2015).

MafB is highly expressed by all mouse macrophage populations except for lung
macrophages (Gautier et al., 2012). Based on in vitro over-expression in myeloid progenitor
cells, MafB has been proposed to induce macrophage differentiation (Bakri et al., 2005; Kelly et
al., 2000). However, subsequent work showed that MafB is dispensable both in vivo and in vitro
for murine macrophage differentiation from fetal progenitors (Aziz et al., 2006), suggesting that
MafB is not essential for the initial stages of differentiation of embryonic-derived macrophages.
MafB is rather involved in their terminal differentiation by repressing self-renewal genes (Aziz
et al., 2009). Whether MafB is important for the differentiation of mouse macrophages in an
inflammatory setting remains to be addressed.

Irf4 is preferentially expressed by mouse CD11b" DC. Whether it is required for their
development, or rather their migration and survival, remains unclear (Murphy et al., 2015). We
show that /RF4 is essential for human mo-DC differentiation, and its expression in human
monocytes is induced by IL-4 in an AHR-dependent way. This is consistent with previous work
showing IRF4 expression upon culture with IL-4 in human and mouse monocytes(Briseno et al.,
2016; Lehtonen et al., 2005). In addition, Irf4”~ mouse monocytes cultured with GM-CSF and IL-
4 fail to differentiate into mo-DC, but rather become mo-Mac (Briseno et al., 2016), supporting
the idea of a default differentiation pathway into mo-Mac. We also show that mouse Irf4-
dependent peritoneal monocyte-derived cells, initially described as mo-Mac (Kim et al., 2016),

actually correspond to mo-DC, based on their morphology and phenotype.
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Previous evidence suggests a major role for AhR in the control of inflammatory
responses, in particular through its action on Th17 cell development and innate lymphoid cells
homeostasis (Stockinger et al., 2014). Our work highlights an additional level of control by AhR
ligands, by switching monocyte differentiation towards mo-DC, which are major producers of
IL-23 and inducers of Th17 cells (Segura et al., 2013). Natural AhR ligands are derived from
dietary intake (Bjeldanes et al., 1991) or produced through tryptophan catabolism at mucosal
barriers (Fritsche et al., 2007; Zelante et al., 2013). AhR ligands can circulate throughout the
body as evidenced by the regulation of astrocyte activity by microbiota-derived AhR ligands
(Zelante et al., 2013), or the presence in milk of AhR ligands derived from the maternal
microbiota (Gomez de Aguero et al., 2016).

Several studies have evidenced a deleterious role of monocyte-derived cells in
pathological situations. mo-DC induce pathogenic T cells that mediate tissue damage in mice
models of autoimmune or inflammatory diseases such as experimental autoimmune
encephalomyelitis (Croxford et al., 2015) and colitis (Zigmond et al., 2012). Human
“inflammatory” mo-DC likely contribute to the pathogenesis in Crohn's disease, rheumatoid
arthritis and psoriasis through the secretion of high levels of IL-23 and the induction of Th17
cells (Kamada et al., 2008; Segura et al., 2013; Zaba et al., 2009), two major players in the
pathogenesis of these diseases. In tumors, mo-Mac play a central role in the suppression of anti-
tumoral immune responses (Noy and Pollard, 2014). Monocyte-derived cells have therefore
emerged in the past few years as attractive therapeutic targets (Getts et al., 2014; Leuschner et
al., 2011). By enabling a better understanding of the molecular ontogeny of human monocyte-
derived cells, our results should provide new opportunities for the therapeutic manipulation of

monocyte differentiation.
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Figure legends

Fig. 1. Monocytes cultured with MCSF, IL-4 and TNFa yield DC and macrophages that
closely resemble inflammatory DC and macrophages found in vivo. (A-F) CD14" monocytes
isolated by positive selection using magnetic beads were cultured with MCSF, IL-4 and TNFa
for 5 days. (A) Cell-sorted CDla" and CDI16" cells were analyzed after cytospin and
Giemsa/May-Griinwald staining. Bar=10 um. N=5. (B) Cell-sorted CD1la" and CD16" cells were
cultured with allogeneic naive CD4 T cells for 6 days. Number of T cells having divided is
shown. Mean +/- SEM (n=5). (C) Cell-sorted mo-DC (CD1a" cells) and mo-Mac (CD16" cells)
were cultured for 24 hours with or without dimerized CD40-L. IL-23 secretion was analyzed by
ELISA and IL-6 secretion by CBA. Each symbol represents an individual donor (n=14). (D)
CD14" monocytes were cultured with MCSF, IL-4 and TNFa, or GM-CSF and IL-4. Cells were
analyzed by flow cytometry and compared to ascites mo-DC and mo-Mac. Grey shaded
histograms represent isotype control stainings. N=6. (E) Cell-sorted CD1a’CD16" cells, mo-DC
and mo-Mac were re-cultured with MCSF, IL-4 and TNFa, and analyzed by flow cytometry after
2 days. Grey shaded histograms represent isotype control stainings. N=8. (F) Monocytes were
stained with a proliferation dye and cultured with or without phytohaemagglutin-L (PHA-L).
Percentage of cells having divided. N=6. (G) Transcriptomic analysis of cell-sorted DC and
macrophages differentiated in MCSF, IL-4 and TNFa (n=6), in IL-34, IL-4 and TNFa (n=6), DC
differentiated in GM-CSF and IL-4 (n=6), DC and macrophages from tumor ascites (n=5), blood
CD14" monocytes (n=4) and blood CD1c¢" DC (n=4). Principal component analysis on the 1000

most variant genes. See also Figure S1.
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Fig. 2. IRF4 and MafB are essential for mo-DC and mo-Mac differentiation. (A) Volcano
plot showing the fold change and significance of transcription factor genes between ascites mo-
DC and mo-Mac. Genes not expressed in in vitro-generated mo-DC or mo-Mac were filtered out.
Adjusted p values determined by differential expression analysis. (B) Cell-sorted ascites mo-DC
and mo-Mac, and blood CD14" monocytes (Mono) were analyzed by Western Blot. N=4. (C)
CDI14" monocytes were cultured with MCSF, IL-4 and TNFa for 3h, 6h, 12h or 24h, or
processed directly after isolation (0). /[RF4 and MAFB expression were analyzed by RT-qPCR in
total cells. Each color represents an individual donor (n=5). (D) CD14" monocytes were cultured
with MCSF, IL-4 and TNFa for 5 days. Total cells were lyzed at different days and analyzed by
Western Blot. N=5. (E-H) Monocytes were infected at day 0 with lentivirus containing sh RNA
against /RF'4 (E-F), or MAFB (G-H), or control sh RNA. After 5 days of culture, cells were
analyzed by Western Blot (E and G), or by flow cytometry (F and H). (E and G) Silencing
quantified based on Western Blot stainings. (F and H) Proportions of DC and macrophages in the
culture at day 5. Each symbol represents an individual donor (F n=6, H n=8). *p<0.05, **p<0.01.

See also Figure S2.

Fig. 3. Monocytes are not heterogeneous for the expression of mo-DC and mo-Mac gene
signatures. (A-B) CD14" monocytes isolated by positive selection using magnetic beads were
analyzed by single-cell RNA-seq using a drop-seq approach. Colors represent unbiased
clustering from graph-based clustering. Each dot represents an individual cell from one donor. 7-
SNE analysis of individual cells for (A) total cells (n=424) or (B) CD16" cells only (n=320). (C-
D) Cell-sorted monocyte and DC populations from blood were analyzed by single-
cell RNA-seq using a Smart-seq2 approach. (C-D) Heat map of scaled expression

(log values of transcripts per
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million) of signature genes for mo-DC and mo-Mac (C) and selected genes (D). See also Figure

S3.

Fig. 4. AHR is a molecular switch for mo-DC versus mo-Mac differentiation. (A-B) CD14"
monocytes were infected at day 0 with lentivirus containing sh RNA against AHR, or control sh
RNA. After 5 days of culture, cells were analyzed by Western Blot (A) or by flow cytometry (B).
(A) Silencing quantified based on Western Blot stainings. (B) Proportions of DC and
macrophages in the culture at day 5. Each symbol represents an individual donor (n=6). *p<0.05.
(C) Monocytes were cultured with MCSF, IL-4 and TNFa for 5 days, in the presence of various
concentrations of FICZ (AHR agonist) or SR1 (AHR inhibitor). Proportions of DC and
macrophages at day 5. Each symbol represents an individual donor (n=10 for FICZ and n=8 for
SR1). (D-E) CD14" monocytes were analyzed directly after isolation, or were cultured for 3h in
medium alone or with various combinations of MCSF, IL-4, TNFa, FICZ or SR1. (D) Relative
expression of /IRF4 and MAFB measured by RT-qgPCR. Box plots representing the 5-95
percentile (n=6). (E) Expression of IRF4 and MAFB at the single cell level was measured by
fluorescent in situ hybridization coupled to flow cytometry. Proportions of /RF4" and MAFB"
cells. Each symbol represents an individual donor (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. See

also Figure S4 and S5.

Fig. 5. AHR acts on mo-DC differentiation through BLIMP-1. (A) CD14" monocytes were
cultured with MCSF, IL-4 and TNFa for 3h, 6h, 12h or 24h in the presence or absence of FICZ
or SRI1, or processed directly after isolation (0). PRDMI expression measured by RT-qPCR.

Each color represents an individual donor (n=5). (B) Monocytes were cultured with MCSF, IL-4
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and TNFa for 5 days. Total cells were lyzed at different days and analyzed by Western Blot.
N=4. (C-E) Monocytes were infected at day 0 with lentivirus containing sh RNA against
PRDM]1, or control sh RNA. After 5 days of culture, cells were analyzed by Western Blot (C) or
by flow cytometry (D-E). (C) Silencing quantified based on Western Blot stainings. (D)
Proportions of DC and macrophages in the culture at day 5. Each symbol represents an
individual donor (n=8). *p<0.05. **p<0.01. (E) Cells were cultured in presence or absence of 62
pM FICZ. Proportions of DC and macrophages in the culture at day 5. Each symbol represents

an individual donor (n=6). *p<0.05.

Fig. 6. AhR is involved in mo-DC differentiation in vivo in the mouse. (A-C) Ear skin from
individual AhR”" mice or WT littermates (A-B), or C57BL/6 mice fed with an experimental diet
supplemented or not with indole-3-carbinol (I3C) (C), was digested to prepare single-cell
suspensions. After gating on live CD45"CD3NK1.1"CD19Ly6G CD24 CD11b" cells, cells were
separated into 5 subsets based on the expression of Ly6C, CD64, MHC II and CCR2. (A) One
representative AhR”" and WT mouse is shown. (B-C) Proportions of monocytes, early mo-DC,
mo-DC, MHC II" macrophages and resident MHC II" macrophages among Ly6C* or CD64"
cells. Each symbol represents an individual mouse (B n=9 in 2 independent experiments, C n=12
in 2 independent experiments).*p<0.05, **p<0.01. (D-E) Cells from the peritoneal lavage were
analyzed by flow cytometry. After gating on live CD115"CD11b" cells, cells were separated into
MHCII'CD226" cells and ICAM2"MHCII cells. (D) Cell-sorted cells were analyzed after
cytospin and Giemsa/May-Griinwald staining. Bar=10 pm. Representative of 2 independent
experiments. (E) C57BL/6 mice fed with an experimental diet supplemented or not with I3C, and

treated or not with a cocktail of antibiotics. Percentage of MHCII'CD226" mo-DC among
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CDI115"CDI11b" cells is shown. Each symbol represents an individual mouse (n=6 in 2

independent experiments).*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. See also Figure S6.

Fig. 7. AHR activation correlates with high expression of mo-DC signature genes in leprosy
lesions. Gene expression data from lepromatous (L-lep, n=7) or tuberculoid (T-lep, n=10)
leprosy lesions was extracted from publicly available micro-array data (GSE17763). Gene set
enrichment analysis (GSEA) analysis was performed on comparisons of L-lep versus T-lep for
selected gene signatures. (A) Schematic BubbleGUM map of GSEA analysis. Red bubbles
indicate enrichment in L-lep and blue bubbles enrichment in T-lep data sets. Strength of
enrichment is represented by normalized enrichment score (NES). Significance of enrichment is
represented by the false discovery rate (FDR). ns=not significant. (B) Gene set enrichment plot

for mo-DC and mo-Mac gene signatures. See also Figure S7.
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STAR Methods

CONTACT FOR REAGENT AND RESOURCE SHARING

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be

fulfilled by the Lead Contact, Elodie Segura (elodie.segura@curie.fr).
EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Human samples. Samples of ovarian or breast tumor ascites from untreated patients were
obtained from Hopital de I’Institut Curie (Paris) in accordance with hospital guidelines. Ovarian
cancer ascites were used for transcriptomic analysis, and both ovarian and breast cancer ascites
were used for flow cytometry. Buffy coats from healthy donors were obtained from
Etablissement Francais du Sang (Paris) in accordance with INSERM ethical guidelines.
According to French Public Health Law (art L 1121-1-1, art L 1121-1-2), written consent and

IRB approval are not required for human non-interventional studies.

Mice. AhR” mice (B6.129-Ahr™!%°"?/Nci) have been described previously (Fernandez-Salguero
et al., 1995), and were kindly provided by X.Coumoul (INSERM UMR S1124, Université René
Descartes, Paris, France). AhR”" mice and WT littermates were maintained under specific
pathogen-free conditions at the animal facility of INSERM UMR S1124 in accordance with
institutional guidelines. AhR”" female mice and WT female littermates were sacrificed at age 7-9
weeks. C57BL/6 female mice were maintained under specific pathogen-free conditions at the
animal facility of Institut Curie in accordance with institutional guidelines. In some experiments,
C57BL/6 mice were maintained on a purified diet (AIN-93M, Safe diets) supplemented or not
with 200 p.p.m. indole-3-carbinol (Sigma) for at least 4 weeks, starting when the mice were 3

weeks-old. In some experiments, C57BL/6 mice were treated orally during 2-3 weeks with
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antibiotics (Sigma) in drinking water: vancomycin (0.5 g/L), neomycin (1 g/L), ampicillin (1
g/L) and metronidazole (1 g/L). Antibiotics activity was confirmed by macroscopic changes
observed at the level of caecum. All animal procedures were in accordance with the guidelines

and regulations of the French Veterinary Department.
METHOD DETAILS

Monocyte isolation and culture. Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) were prepared
by centrifugation on a Ficoll gradient (Lymphoprep, Greiner Bio-One). Blood CD14" monocytes
were isolated from healthy donors’ PBMC by positive selection using magnetic beads (Miltenyi).
Monocytes were 95-98% CDI14"CD16™ as assessed by flow cytometry. In some experiments,
monocytes were isolated on a cell sorter (Aria, BD Biosciences) after staining PBMC with APC-
eFluor780 anti-HLA-DR (eBioscience, clone LN3), Pe/Cy7 anti-CD11c (Biolegend, clone
Bul5), PE anti-CD14 (BD Biosciences, clone M5E2) and APC anti-CD16 (Biolegend, clone
3G8). In some experiments, CD16" monocytes were isolated from PBMC using CD16"
monocytes selection kit (Miltenyi). Monocytes (1x10° cells/mL) were cultured for 5 days in
RPMI-Glutamax medium (Gibco) supplemented with antibiotics (penicillin and streptomicin)
and 10% Fetal Calf Serum in the presence or absence of 100 ng/mL M-CSF (Miltenyi), 100
ng/mL IL-34 (R&D Biotechne), 100 ng/mL GM-CSF (Miltenyi), 40 ng/mL IL-4 (Miltenyi) and
5 ng/mL TNF-« (R&D Biotechne). Cytokines were added only at the start of the culture, and
medium was not refreshed during the course of the culture. Cell populations were isolated by cell
sorting on a FACSAria instrument (BD Biosciences). In some experiments, monocytes were
cultured in the presence of various concentrations of Stemregenin-1 (Cayman chemicals) or 6-

Formylindolo(3,2-b)carbazole (FICZ) (Enzo Life Sciences). In some experiments, monocytes
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were stained with Cell Trace Violet (Thermo Fisher Scientific) prior to culture, and cultured in

the presence or absence of 2 ug/mL PHA-L (Sigma).

Flow cytometry. Cells were stained in PBS containing 0.5% human serum and 2mM EDTA
with APC anti-CDla (Biolegend, clone HI149) or APC-Vio770 anti-CDla (Miltenyi, clone
HI149) or PE-Vio770 anti-CD1a (Miltenyi, clone HI149), FITC or APC anti-CD16 (Biolegend,
clone 3G8), APC-eFluor780 anti-HLA-DR (eBioscience, clone LN3), Pe/Cy7 anti-CDllc
(Biolegend, clone Bul5), PerCP-eFluor710 anti-CDI1c (eBioscience, clone L161) or APC anti-
CDlc (Biolegend, clone L161), PE anti-CD11b (BD Biosciences, clone M1/70), PE anti-FceRI
(eBioscience, clone AER-37), Alexa647 anti-CD206 (Biolegend, clone 15-2), PE anti-CD163
(Biolegend, clone GHI/61), APC anti-CD226 (Miltenyi, clone DX11), APC anti-MerTK (R&D
Biotechne, clone 125518), PE anti-CD141 (Miltenyi, clone ADS5-14H12), PE anti-CD88
(Biolegend, clone S5/1), APC anti-CD1b (eBioscience, clone eBioSN13), PE anti-CD64
(Biolegend, clone 10.1), PE anti-CD14 (BD Biosciences, clone M5E2), biotinylated anti-
CD172a (Biolegend, clone SESAS) followed by staining with APC streptavidin (eBioscience), or
isotype-matched control antibodies. Cells were analyzed on a FACSVerse (BD Biosciences) or

MACSQuant (Miltenyi) instrument. Data was analyzed with FlowJo (FlowJo LLC).

Morphological analysis. Cells were subjected to cytospin and colored with May-
Grunwald/Giemsa staining (Sigma). Pictures were taken with a CFW-1308C color digital camera

(Scion Corporation) on a Leica DM 4000 B microscope.

MLR. Allogeneic CD4" T cells were isolated from healthy donors’ PBMC by negative selection
using a naive CD4" T cell isolation kit (Miltenyi). CD4" T cells were stained with Cell Trace
CFSE (Thermo Fisher Scientific) and cultured (5x10* cells/well) with different numbers of

antigen-presenting cells. After 6 days, T cell proliferation was assessed by flow cytometry.
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Affymetrix micro-array hybridization. RNA was extracted using the RNAeasy Micro Kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s protocol. For each condition, 100 ng of polysomal-
bound RNA were employed to synthesize double-stranded cDNA using two successive reverse-
transcription reactions according to the standard Affymetrix protocol. Labelled DNA was
hybridized on the Affymetrix human Gene ST1.1, an oligonucleotide 28,000-gene microarray

processed on an Affymetrix GeneTitan device.

Affymetrix Microarray Data Analysis. Microarray data were carried out with R (version 3.1.0)
using packages from the Bioconductor. Raw data CEL files were used and the quality control
analysis was performed using ArrayQualityMetrics package (Kauffmann et al., 2009). The raw
data were preprocessed using the RMA (Robust Multi-array Average) method available in oligo
package (Carvalho and Irizarry, 2010). Gene expression levels were analyzed on a base-2
logarithmic scale. Moderated t-tests were performed using the /imma package (Smyth, 2004) and
the p-values were corrected for multiple testing with the Benjamini Hochberg method. Probeset
were considered as statistically differentially expressed if associated adjusted p-value was lower

than 5%.

PCA. The analysis was performed in two steps. First, samples were grouped in "in vitro" (IL34
mo-Mac, IL34 mo-DC, M-CSF mo-Mac, M-CSF mo-DC, GM-CSF mo-DC) or "ex vivo"
(monocytes, ascites mo-Mac, ascites mo-DC, CD1c+ DC) datasets, and genes which were only
expressed in one group were excluded from the analysis. In the second step, the Principal
Component Analysis (PCA) was performed using Ade4 package (Chessel et al., 2004) of the R
software (version 3.1.0) using 1000 genes expression profiles with the highest interquartile range
(IQR) values obtained with EMA package (Servant et al., 2010). The two first components of the

PCA represent 41% of the total variance. The barycenters were calculated in each condition and
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indicated into the PCA plot. The 95% confidence ellipses were also drawn around the

barycenters.

Identification of transcription factors. To identify genes involved in monocyte differentation
into mo-DC, we have implemented a strategy of analysis that identified the genes that are
concomitantly (i) up-regulated genes in ascites mo-DC compared to monocytes, (ii) up-regulated
genes in ascites mo-DC compared to ascites mo-Mac, (iii) up-regulated genes in 1L34 mo-DC
compared to IL34 mo-Mac and (iv) up-regulated genes in M-CSF mo-DC compared to M-CSF
mo-Mac. After running this pipeline, a list of genes was obtained and we extracted only genes
coding for transcription factors. The list of transcription factors was downloaded from
AnimalTFDB website (http://bioinfo.life.hust.edu.cn/AnimalTFDB/). The exact same approach

was used to identify candidate genes involved in differentation into mo-Mac.

Single cell RNA-seq library preparation. Cellular suspensions (1700 cells) were loaded on a
10X Chromium instrument (10X Genomics) according to manufacturer’s protocol based on the
10X GEMCode proprietary technology. Single-cell RNA-Seq libraries were prepared using
Chromium Single Cell 3’ v2 Reagent Kit (10X Genomics) according to manufacturer’s protocol.
Briefly, the initial step consisted in performing an emulsion where individual cells were isolated
into droplets together with gel beads coated with unique primers bearing 10X cell barcodes, UMI
(unique molecular identifiers) and poly(dT) sequences. Reverse transcription reactions were
engaged to generate barcoded full-length cDNA followed by the disruption of emulsions using
the recovery agent and cDNA clean up with DynaBeads MyOne Silane Beads (Thermo Fisher
Scientific). Bulk cDNA was amplified using a GeneAmp PCR System 9700 with 96-Well Gold
Sample Block Module (Applied Biosystems) (98 °C for 3 min; cycled 14 x : 98 °C for 15,

67 °C for 20 s, and 72 °C for 1 min; 72 °C for 1 min; held at 4 °C). Amplified cDNA product was
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cleaned up with the SPRI select Reagent Kit (Beckman Coulter). Indexed sequencing libraries
were constructed using the reagents from the Chromium Single Cell 3’ v2 Reagent Kit,
following these steps: (1) fragmentation, end repair and A-tailing; (2) size selection with SPRI
select; (3) adaptor ligation; (4) post ligation cleanup with SPRI select; (5) sample index PCR and
cleanup with SPRI select beads. Library quantification and quality assessment was performed
using Qubit fluorometric assay (Invitrogen) with dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit and
Bioanalyzer Agilent 2100 using a High Sensitivity DNA chip (Agilent Genomics). Indexed
libraries were equimolarly pooled and sequenced on an Illumina HiSeq2500 using paired-end
26x98bp as sequencing mode. Using a full Rapid flow cell, a coverage around 100M reads per
sample (around 1000 cells) were obtained corresponding to 100,000 reads/cell.

Single-cell RNA-seq data analysis. Single-cell expression data used in figures 3 A-B and S3 A-
C was analyzed using the Cell Ranger Single Cell Software Suite (v1.3.1) to perform quality
control, sample de-multiplexing, barcode processing, and single-cell 3’ gene counting (Zheng et
al., 2017). Sequencing reads were aligned to the UCSC hgl9 transcriptome using the Cell
Ranger suite with default parameters. A total of 856 single cells were analyzed, from two
different donors. The samples consisted of 425 and 431 cells. Each sample was normalized
separately. Mean raw reads per cell were 289,807 and 320,866 respectively. Further analysis was
performed in R (v3.3) using the Seurat package (v1.4.0.14) (Satija et al., 2015). The gene-cell-
barcode matrix of the samples was log-transformed and filtered based on the number of genes
detected per cell (any cell with less than 400 genes per cell was filtered out). Regression in gene
expression was performed based on the number of unique molecular identifiers (UMI) and the
percentage of mitochondrial genes. Only genes detected in at least 10 cells were included. Cells

were then scaled to a total of 1°* molecules. Any cell with more than 10% of mitochondrial UMI
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counts was filtered out. Altogether, 424 and 429 cells were kept for statistical analysis. To reduce
data dimensionality, 2089 and 2127 variable genes were selected based on their expression and
dispersion (expression cut-off =0.0125, and dispersion cut-off=0.5). PCA was run on the
normalized gene-barcode matrix. Barnes-hut approximation to ~-SNE (van der Maaten, 2013)
was then performed on the first 30 principal components to visualize cells in a two-dimensional
space. The first 30 principal components were used for the ~-SNE projection and clustering
analysis using the Elbow Plot approach. Clusters were identified using the “Find Clusters”
function in Seurat with a resolution parameter of 0.6. This graph-based clustering method relies
on a clustering algorithm based on shared nearest neighbor (SNN) modularity optimization.
Unique cluster-specific genes were identified by running the Seurat « Find All Markers »
function using default parameters. Names for Cluster 1 and 2 were assigned based on FCGR3A4
(encoding CD16) expression levels. Heatmaps were plotted using Seurat.

Single-cell expression data used in figures 3 C-D and S3 D-E was obtained from GEO
GSE94820 (supplementary file:
GSE94820 raw.expMatrix_DCnMono.discovery.set.submission.txt.gz) and analysis  was
performed with the Seurat R package following the methodology described in (Villani et al.,
2017). Briefly, (1) low-quality cells (requiring a minimum of 3000 expressed genes, where a
gene is considered expressed if it has non-zero read count in at least 3 cells) and contaminating
cells (basophils detected as in (Villani et al., 2017)) were filtered out, and DoubleNeg cells were
excluded from the analysis in 3 C-D; (2) heatmaps were used to visualize scaled (z-score) gene
expression level (log2(TPM+1)) of gene sets of interest, either grouping cells according to the

classical subset definitions (fig.3C-D) or according to the revised subset definition (fig.S4 D-E)
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(Villani et al., 2017), where the purple-yellow color scheme corresponds to z-score distribution,

from 2.5 to 2.5.

GSEA analysis. GSEA analysis were performed using published gene signatures for Langerhans
cells, skin CD1¢" DC and dermal macrophages (Carpentier et al., 2016), AHR agonist and
antagonist signatures from (Di Meglio et al., 2014), and has been performed with the default
parameters except for the number of permutations that we fixed at n = 10000 and the number of

min gene at n = 8.

Western blot. Cells were lysed in RIPA buffer (Thermo Scientific) supplemented with
cOmplete Mini EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche). Post-nuclear lysates were
resolved by SDS-PAGE using 4-12% BisTris NuPAGE gels (Invitrogen) and proteins were
transferred to membranes (Immunoblot PVDF membranes, Bio-Rad). Membranes were stained
with primary antibodies against IRF4 (Cell Signaling, #4964), AhR (Enzo Life Science, BML-
SA210), Blimp-1 (NovusBio, clone 3H2-E8), MafB (NovusBio, NBP1-81342), hsp70 (Enzo
Life Science, clone C92F3A-5) or actin (Millipore, clone C4), followed by HRP-conjugated
secondary antibodies (Jackson Immunoresearch). Some membranes were incubated with "Re-

blot Plus" buffer (Millipore).

Cytokine secretion. Cells (2.5x10* cells/well) were incubated during 24 hours in Yssel medium
in the presence or absence of 1 pg/mL R848 (Invivogen), 1 pg/mL dimerized CD40-ligand
(Alexis) and 100 pg/mL Uric Acid (Invivogen). Supernatants were collected and kept at -20°C.

Cytokine secretion was assessed by CBA (BD Biosciences) or ELISA (for IL-23, eBioscience).

Fluorescent in situ hybridization coupled to flow cytometry. Purified monocytes were kept on

ice or cultured during 3 hours in the presence or absence of M-CSF, IL-4, TNF-a or 62 pM
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FICZ. Dead cells were identified using LIVE/DEAD fixable Aqua dye (Thermo Fischer
Scientific). Cells were analyzed using PrimeFlow RNA Assay (eBioscience) according to the
manufacturer’s protocol with Alexa647-IRF4 and Alexa488-MAFB probes. Cells were analyzed

on a FACS Verse instrument (BD Biosciences).

shRNA interference. shRNA (all from Sigma) against [RF4 (shl: NM_002460-
TRCN0000014764, sh2: NM_002460-TRCN0000014767), AHR (shl: NM 001621-
TRCN0000021254, sh2: NM 001621-TRCN0000021256), MAFB (shl: NM 005461-
TRCNO0000017680, sh2: NM_005461-TRCN0000017681), PRDM1 (sh1: NM_001198-

TRCNO0000013608, sh2: NM 001198-TRCNO0000013609) or nontargeting control shRNA
(MISSION shRNA SHCO002) were in the LKO.l-puro vector (Sigma). Viral particles were
produced by transfection of 293FT cells in 6-well plates with 3 pg DNA and 8 pl TransIT-293
(Mirus Bio) per well: for VSV-G pseudotyped SIVmac VLPs, 0.4 ng CMV-VSVG and 2.6 pg
pSIV3™; for shRNA vectors, 0.4 pg CMV-VSV-G, 1 pg psPAX2 and 1.6 pg LKO1puro-derived
shRNA vector. One day after 293FT cells transfection, culture medium was replaced by fresh
medium. Viral supernatants were harvested 1 day later and filtered through 0.45 um filters.
Freshly isolated CD14" monocytes were infected with viral particles containing the control
vector or individual shRNA vectors, and cultured as above. Puromycin (InvivoGen) was added 2

days later (2 pg/mL). At day 5, cells were harvested for analysis.

PCR. Cells were harvested and lysed in RLT buffer (Qiagen). RNA extraction was carried out
using the RNAeasy micro kit (Qiagen) according to manufacturer’s instructions. Total RNA was
retro-transcribed using the superscript II polymerase (Invitrogen), in combination with random
hexamers, oligo dT and dNTPs (Promega). Transcripts were quantified by real time PCR on a

480 LightCycler instrument (Roche). Reactions were carried out in 10 pL, using a master mix
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(Eurogentec), with the following Tagman Assays primers (Thermo Fisher Scientific): B2M
(Hs99999907 ml), RPL34  (Hs00241560 ml), HPRT1 (Hs02800695 ml), IRF4
(Hs01056533 ml), CYP1A1 (Hs01054797 g1), MAFB (Hs00271378 s1), PRMD1

(Hs00153357 ml). Cp from each analyte were obtained using the second derivative maximum
method, and the transcripts were quantified as fold changes in comparison to the mean of the

three housekeeping genes (B2M, HPRT1 and RPL34).

Analysis of mouse skin cells. Skin cells were isolated from ear skin. Ears were split into ventral
and dorsal parts, and incubated overnight at 4°C in PBS containing 2.5 mg/mL dispase II
(Roche). Ears were then cut into small pieces using scalpels, and incubated for 90 min at 37°C in
RPMI-Glutamax medium containing 0.5 mg/mL DNAse (Roche) and 1 mg/mL collagenase 4
(Roche). Cell suspensions were filtered through a 40 um cell strainer and washed in PBS
containing 2% Fetal Calf Serum and 2mM EDTA. Cells were stained with FITC anti-Ly6C (BD
Biosciences, clone AL-21), PE anti-CCR2 (R&D Biotechne, clone 475301), PeCy5 anti-CD24
(Biolegend, clone M1/69), PerCPCy5.5 anti-CD45 (eBioscience, clone 30-F11), PeCy7 anti-
CDI11b (BD Biosciences, clone M1/70), Alexa647 anti-CD64 (BD Biosciences, clone X54-
5/7.1), Alexa700 anti-IA® (eBioscience, clone M5/114.15.2), APCCy7 anti-CD45R (clone RA3-
6B2), APCCy7 anti-NK1.1 (clone PK136), APCCy7 anti-CD3 (clone 145-2C11), APCCy7 anti-
Ly6G (clone 1a8) (all from Biolegend). Cells were analysed on a LSR II instrument (BD

Biosciences).

Analysis of mouse peritoneal cells. Peritoneal lavage was obtained after injection of 5 mL of
PBS into the peritoneal space of sacrificed mice. Cell suspensions were filtered through a 40 pm
cell strainer and washed in PBS containing 2% Fetal Calf Serum and 2mM EDTA. Cells were

stained with FITC anti-ICAM?2 (Biolegend, clone MIC2/4), PE anti-CD226 (Biolegend, clone
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10ES), APC anti-CD115 (eBioscience, clone AFS98), PerCPCy5.5 anti CD11b (BD Biosciences,
clone M1/70), APCCy7 anti-MHCII (Biolegend, clone M5/114.15.2) and PeCy7 anti-MerTK
(eBioscience, clone DSSMMER) or PeCy7 isotype control. Cells were analyzed on a FACS

Verse instrument (BD Biosciences) or sorted on an Astrios cell sorter (Beckman Coulter).

Analysis of mouse spleen cells. Mouse spleens were cut into small pieces using scalpels, and
incubated for 30 min at room temperature in RPMI-Glutamax medium containing 0.5 mg/mL
DNAse (Roche) and 1 mg/mL collagenase 4 (Roche). Cell suspensions were filtered through a
40 pum cell strainer and washed in PBS containing 2% Fetal Calf Serum and 2mM EDTA. Red
blood cells were lyzed using Reb Blood Cells Lysis Buffer (Sigma). Cells were stained with
FITC anti-CD8a (BD Biosciences, clone 53-6.7), PE anti-CD3 (BD Biosciences, clone 145-
2C11) and anti-CD19 (BD Biosciences, clone 1D3), PerCPCy5.5 anti-CD11b (BD Biosciences,
clone M1/70), PeCy anti-CD1lc (BD Biosciences, clone N418), APC anti-Ly6C (BD
Biosciences, clone AL-21), APC-Cy7 anti-IA® (Biolegend, clone M5/114.15.2). Cells were

analysed on a FACS Verse instrument (BD Biosciences).
QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Statistical analysis. Wilcoxon matched paired test (fig.1, 2, 3, 4, 5, S1, S5), Mann-Whitney test
(fig. S7) and unpaired t-test (fig. 6 and S6) were performed using Prism (GraphPad Software).
Statistical details for each experiment can be found in the corresponding figure legend. N

corresponds to the number of individual donors or the number of individual mice analyzed.

DATA AND SOFTWARE AVAILABILITY

The Affymetrix data has been deposited in GEO (Accession number XXX). The sequencing data

from single-cell RNA-seq has been deposited in GEO (Accession number XXX).
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Supplemental item titles

Fig.S1 related to Fig.1. Characterisation of the monocyte differentiation model.

Fig.S2 related to Fig.1. Analysis of monocyte-derived cells.

Fig.S3 related to Fig.3. Single-cell RNA-seq analysis of monocytes.

Fig.S4 related to Fig.4. AHR inhibition or activation does not alter cell phenotype.

Fig.S5 related to Fig.5. AHR synergizes with IL-4 and TNFa to induce mo-DC differentiation.
Fig.S6 related to Fig.6. Analysis of mouse monocyte-derived cells.

Fig.S7 related to Fig.7. Analysis of gene expression in leprosy lesions.

Table S1 related to Fig.2. List of transcription factor genes upregulated in ascites mo-DC versus
ascites mo-Mac.

Table S2 related to Fig.3. List of genes for mo-DC and mo-Mac signatures.

Table S3 related to Fig.7. List of genes for “AHR agonist” and “AHR antagonist” signatures
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Fig.S1 related to Fig.1. Characterisation of the monocyte differentiation model. (A-D) CD14" monocytes
isolated by positive selection using magnetic beads were cultured with IL-34, IL-4 and TNF-¢« for 5 days. (A) Sorted
CDla" and CD16" cells were analyzed after cytospin and Giemsa and May-Griinwald staining. Bar=10 um.
Representative of 3 independent experiments. (B) Cell-sorted CD1a" and CD16" cells were cultured with allogeneic
naive CD4 T cells for 6 days and CD4 T cell proliferation was assessed by flow cytometry. Mean +/- SEM of 5
independent experiments. (C) Cell-sorted DC (CD1a" cells) and macrophages (CD16" cells) were cultured for 24
hours with or without dimerized CD40-L. IL-23 secretion was analyzed by ELISA and IL-6 secretion by CBA.
Each symbol represents an individual donor (n=12). (D) Cells were analyzed by flow cytometry. Grey shaded
histograms represent isotype control stainings. Representative of 6 independent experiments. (E) Blood CD14*
monocytes were isolated by cell sorting and cultured with M-CSF, IL-4 and TNF-« for 5 days. Representative of 5
independent experiments. (F) Blood CD16™ monocytes were isolated using magnetic beads and cultured with M-
CSF, IL-4 and TNF-« for 5 days. Percentage of viable cells at the end of the culture is shown (n=3). Cells were
analyzed by flow cytometry for CD16 and CDla expression. Representative of 3 independent experiments. (G)
CD14" monocytes were cultured with GM-CSF and IL-4 or M-CSF, IL-4 and TNF-« for 5 days. Representative of
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10 independent experiments. (H) CD14" monocytes were cultured with GM-CSF, IL-4 and TNF-« for 5 days. Cells
were analyzed by flow cytometry. Grey shaded histograms represent isotype control stainings. Representative of 6
independent experiments. (I) CD14" monocytes were cultured for 5 days with MCSF, IL-4 and TNF-«, or IL-34,
IL-4 and TNF-a, or GM-CSF and IL-4. Cell-sorted DC were cultured for 24 hours with or without R848 and uric
acid crystals (UA). Cytokine secretion was analyzed by CBA. Each symbol represents an individual donor (n=9).

**p<0.01. (J) Cell-sorted CD1a'CD16" cells, mo-DC and mo-Mac were re-cultured with MCSF, IL-4 and TNF-¢,
and analyzed by flow cytometry after 2 or 5 days. Percentage of viable cells is shown (n=8). Grey shaded histograms
represent isotype control stainings. Representative of 8 independent experiments.
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Annexe 2

Fig.S2 related to Fig.2. Analysis of monocyte-derived cells. (A-B) Transcriptomic analysis. mRNA expression
from Affymetrix data (arbitrary units) for selected phenotypic markers (A) and candidate transcription factors (B).
Each symbol represents an individual donor. (C-D) Monocytes were infected at day 0 with lentivirus containing sh
RNA against /RF4 (C) or MAFB (D), or control sh RNA. After 5 days of culture, cells were analyzed by flow
cytometry. Cells were gated as mo-DC (CD16™ CDla"), CD16°CD]1a cells or mo-Mac (CD16" CD1a"). Grey shaded

histograms represent isotype control stainings. Representative of 5 independent experiments.
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Fig.S3 related to Fig.3. Single-cell RNA-seq analysis of monocytes. (A-C) Purified CD14" monocytes isolated
by positive selection using magnetic beads were analyzed by single-cell RNA-seq using a drop-seq approach. (A)
Purity of monocytes was assessed by flow cytometry. (B) tSNE analysis of individual cells for donor 2. Colors
represents unbiased clustering from graph-based clustering. Each dot represents an individual cell (n=429 total cells,
n=306 cells for CD16- cells only). (C) Heatmap of scaled expression of top enriched genes for the two clusters.
(D-E) Cell-sorted monocyte and DC populations from blood were analyzed by single-cell RNA-seq using a Smart-
seq2 approach (Villani et al., 2017). (D) Heatmap of scaled expression of signature genes for mo-DC and mo-Mac.
Heatmap color scheme is based on z-score distribution from -2.5 (yellow) to 2.5 (purple). (E) Heat map of scaled
expression for selected genes. Heatmap color scheme is based on z-score distribution from -2.5 (yellow) to 2.5

(purple).
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Fig.S4 related to Fig.4. AHR inhibition or activation does not alter cell phenotype. CD14" monocytes were
cultured with MCSF, IL-4 and TNF-« for 5 days, in the presence of 8 uM SR1 (A and C) or 62 nM FICZ (B and
C). Cell populations were analyzed by flow cytometry. Grey shaded histograms represent isotype control stainings.
Representative of 6 independent experiments.
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Fig.S5 related to Fig.4. AHR synergizes with IL-4 and TNFa to induce mo-DC differentiation. (A) Purified
blood CD14" monocytes were analyzed directly after isolation, or were cultured for 3h in medium alone or with
various combinations of MCSF, IL-4, TNF-a, FICZ or SR1. Relative expression of IRF4, MAFB and CYPIA1 were
measured by RT-qPCR. Each symbol represents an individual donor (n=6). (B) Monocytes were cultured for 5 days
with 100 ng/mL MCSF, 5 ng/mL TNF-« and various concentrations of IL-4. Proportions of DC and macrophages
at day 5 are shown. Each symbol represents an individual donor (n=6). (C) Monocytes were cultured for 5 days with
100 ng/mL MCSF, 40 ng/mL IL-4 and various concentrations of TNF-a. Proportions of DC and macrophages at
day 5 are shown. Each symbol represents an individual donor (n=9). (D) Monocytes were cultured for 5 days with
100 ng/mL MCSF, 40 ng/mL IL-4 and various concentrations of FICZ in the presence or absence of 5 ng/mL TNFa.
Proportions of DC and macrophages at day 5 are shown. Each symbol represents an individual donor (n=8).
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Fig.S6 related to Fig.6. Analysis of mouse monocyte-derived cells. (A) mRNA expression from Affymetrix data
(arbitrary units) for AhR, Irf4, Mafb and Cd226. Each symbol represents an individual data set. Microarray data
from ((Tamoutounour et al., 2013), GEO accession code GSE49358). (B-C) Ear skin from individual mice was
dissociated and digested to prepare single-cell suspensions for flow cytometry analysis. (B) Gating strategy for skin
monocyte-derived cells. Live cells are gated on CD45" cells, then on CD3'NK1.1°CD19Ly6G- cells (lineage™ cells),
then on CD24°CD11b" cells. (C) Gating strategy for DC skin subsets. Lineage™ cells are gated on MHC 11" cells.
Langerhans cells (LC) are CD24°CD11b*, CD11b" DC are CD24"CD11b and CD11b" DC are CD24 CD11b" Ly6C"
CD64". Proportions of Langerhans cells, CD11b" DC and CD11b- DC among lineage MHC II"* cells are shown.
Each symbol represents an individual mouse (n=9 in 2 independent experiments). (D) Proportions of Ly6C* and
Ly6C- cells among spleen monocytes of AhR”- or WT littermates. Each symbol represents an individual mouse (n=9
in 2 independent experiments). (E) Peritoneal MHC 11" ICAM2:CD226" cells and MHC ITI'TCAM2" cells were
analyzed by flow cytometry for the expression of MerTK. Grey shaded histograms represent isotype control
stainings. Results representative of 9 individual mice in 3 independent experiments.
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Fig.S7 related to Fig.7. Analysis of gene expression in leprosy lesions. (A) Gene set enrichment plot for gene
signatures of interest. (B) Gene expression of selected genes from Affymetrix micro-arrays. Each symbol represents
an individual donor. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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REAGENT or RESOURCE SOURCE \ IDENTIFIER
Antibodies

anti-CD1a APC human (clone HI149) Biolegend Cat: #300110
anti-CD1a APC-Vio770 human (clone HI149) Miltenyi Cat: #130-100-225
anti-CD1a PE-Vio770 human (clone HI149) Miltenyi Cat: #130-105-527
anti-CD16 FITC human (clone 3G8) Biolegend Cat: #302006
anti-CD16 APC human (clone 3G8) Biolegend Cat: #302012

anti-HLA-DR APC-eFluor780 human (clone LN3)

eBioscience

Cat: #47-9956-42

anti-CD11c Pe/Cy7 human (clone Bu15)

Biolegend

Cat: #337216

anti-CD1c PerCP-eFluor710 human (clone L161)

eBioscience

Cat: #46-0015-42

anti-CD1c APC human (clone L161)

Biolegend

Cat: #331524

anti-CD11b PE mouse/human (clone M1/70)

BD Biosciences

Cat: #553311

anti-FceRI PE human (clone AER-37) eBioscience Cat: #12-5899-42
anti-CD163 PE human (clone GHI/61) Biolegend Cat: #333605
anti-CD206 Alexa647 human (clone 15-2) Biolegend Cat: #321116
anti-CD226 APC human (clone DX11) Miltenyi Cat: #130-100-436

anti-MerTK APC human (clone 125518)

R&D Biotechne

Cat: #FAB8912A

anti-CD141 PE human (clone AD5-14H12)

Miltenyi

Cat: #130-090-514

anti-CD88 PE human (clone S5/1)

Biolegend

Cat: #344303

anti-CD1b APC human (clone eBioSN13)

eBioscience

Cat: #17-0018-42

anti-CD64 PE human (clone 10.1)

Biolegend

Cat: #305007

anti-CD14 PE human (clone M5E2)

BD Biosciences

Cat: #301806

anti-CD172a biotin human (clone SE5A5)

Biolegend

Cat: #323804

Rabbit polyclonal Anti-AhR

Enzo Life Science

Cat: #BML-SA210

Rabbit polyclonal Anti-IRF4 Cell Signaling Cat: #4964

Mouse monoclonal Anti-Blimp1 (clone 3H2-E8) NovusBio Cat: #NB600-235
Rabbit polyclonal Anti-MAFB NovusBio Cat: #NBP1-81342
anti-ICAM2 FITC mouse (clone MIC2/4) Biolegend Cat: #105606
anti-CD226 PE mouse (clone 10E5) Biolegend Cat: #128806
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anti-CD115 APC mouse (clone AFS98)

eBioscience

Cat: #17-1152-82

anti CD11b PerCPCy5.5 mouse (clone M1/70)

BD Biosciences

Cat: #550993

anti-MHCII APCCy7 mouse (clone M5/114.15.2)

Biolegend

Cat: #107628

anti-MerTK PeCy7 mouse (clone DS5MMER)

eBioscience

Cat: #25-5751-80

anti-Ly6C FITC mouse (clone AL-21)

BD Biosciences

Cat: #553104

anti-CCR2 PE mouse (clone 475301)

R&D Biotechne

Cat: #FAB5538P

anti-CD24 PeCy5 mouse (clone M1/69)

Biolegend

Cat: #101811

anti-CD45 PerCPCy5.5 mouse (clone 30-F11)

eBioscience

Cat: #45-0451-82

anti-CD11b PeCy7 mouse/human (clone M1/70)

BD Biosciences

Cat: #552850

anti-CD64 Alexa647 mouse (clone X54-5/7.1)

BD Biosciences

Cat: #558539

anti-lA® Alexa700 mouse (clone M5/114.15.2) eBioscience Cat: #56-5321-82
anti-CD45R APCCy7 mouse (clone RA3-6B2) Biolegend Cat: #103224
anti-NK1.1 APCCy7 mouse (clone PK136) Biolegend Cat: #108724
anti-CD3 APCCy7 mouse (clone 145-2C11) Biolegend Cat: #100330
anti-Ly6G APCCy7 mouse (clone 1a8) Biolegend Cat: #127624

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

Stemregenin-1

Cayman chemicals

SSY261

6-Formylindolo(3,2-b)carbazole

Enzo Life Sciences

BML-GR206-0100

Critical Commercial Assays

PrimeFlow RNA Assay

eBioscience

Cat: # 88-18005-210

RNAeasy micro kit Qiagen Cat: #74004
Deposited Data

Affymetrix data GEO GSE102046
Single-cell RNA-seq data GEO GSE103544

Experimental Models: Cell Lines

Experimental Models: Organisms/Strains

Mouse: B6.129-AhrmGonz/Nci

{Fernandez-Salguero,
1995 #981}

RRID:IMSR_NCIMR:

01XC3
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Oligonucleotides

Primer IRF4 Thermo Fisher Hs01056533_m1
Scientific

Primer CYP1A1 Thermo Fisher Hs01054797_g1
Scientific

Primer MAFB Thermo Fisher Hs00271378_s1
Scientific

Primer PRDM1 Thermo Fisher Hs00153357_m1

Scientific

Recombinant DNA

Software and Algorithms

Cell Ranger Single Cell Software Suite (v1.3.1)

(Zheng et al., 2017)

https://support.10xge
nomics.com/single-
cell-gene-
expression/software/
pipelines/latest/rkit

Seurat package (v1.4.0.14)

(Satija et al., 2015)

https://github.com/sa
tijalab/seurat

Ade4 package

(Chessel et al., 2004)

http://pbil.univ-
lyon1.fr/ade4/

EMA package

(Servant et al., 2010)

http://bioinfo-
out.curie.fr/projects/e
ma/

ArrayQualityMetrics package

(Kauffmann et al.,
2009)

https://bioconductor.

org/packages/releas

e/bioc/html/arrayQua
lityMetrics.html

oligo package

(Carvalho and lIrizarry,
2010)

https://www.biocond

uctor.org/packages/r
elease/bioc/html/olig
o.html

limma package

(Smyth, 2004)

https://bioconductor.
org/packages/releas
e/bioc/html/limma.ht
ml

FlowJo (v.9.9.5)

FlowJo LLC

https://www.flowjo.c
om/
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Abstract

When entering tissues, monocytes can differentiate into cells that share morphological and
functional features with either dendritic cells (DC) or macrophages. Monocyte-derived DC have
been observed in humans at mucosal tissues and in inflammatory settings, where they are usually
referred to as «inflammatory DC ». In this chapter, we review recent studies on the
characterization of these cells in humans. We also discuss nomenclature and examine the criteria

defining in vivo-differentiated human mo-DC.

Keywords : monocyte ; dendritic cell; inflammation ; auto-immune disease ; cancer
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1. Introduction

Monocytes have long been used as precursor cells for the in vitro generation of human
dendritic cells (DC) [1]. However, it has become clear that, in vivo, most DC derive from a
specific precursor, termed pre-DC, distinct from monocytes [2-8]. The physiological relevance of
monocytes as DC precursors was demonstrated in the mouse in a Leishmania infection model in
which monocytes could differentiate in vivo into cells that shared phenotypic and functional
features with DC [9]. Numerous subsequent studies in mice have shown that DC can differentiate
in vivo from monocytes in various inflammatory settings, including infections and models of
auto-immune diseases [10, 11]. Because they arise during inflammation, these in vivo-
differentiated monocyte-derived DC (mo-DC) were initially termed « inflammatory DC ».
However, this term can be misleading as it implies that mo-DC are « inflammatory » by essence.
Yet, mo-DC can be found in mice in the absence of inflammation at mucosal sites, such as the
intestine and the skin [12-14], and in skeletal muscles [15].

In the classification of DC lineages based on ontogeny [16], mo-DC represent a separate
DC subset. Importantly, monocytes can also differentiate into macrophages, which are distinct
from “resident” macrophages derived from embryonic precursors [17] (figure 1). Whether mo-
DC are fundamentally distinct from monocyte-derived macrophages (mo-Mac), and how to
distinguish these two populations has been controversial. In this chapter, we will cover in vivo-
differentiated human mo-DC, both generated in the steady-state (referred to as « steady-state mo-
DC ») and arising during inflammation (referred to as « inflammatory mo-DC »). We will also

discuss recent data on the molecular requirements for mo-DC versus mo-Mac differentiation.
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2. Definition of human in vivo-differentiated mo-DC
2.1 Identification of human inflammatory mo-DC

« Inflammatory dendritic epidermal cells » (IDEC) were first described in the skin of
atopic dermatitis patients [18]. These cells were absent from healthy skin and characterized by a
surface phenotype distinct from that of Langerhans cells. Subsequently, IDEC were also
identified in the skin of psoriasis patients [19]. Another study reported in the skin of psoriasis
patients the presence of a population of « inflammatory dermal DC », phenotypically distinct
from the dermal DC found in healthy skin [20]. Whether these inflammatory DC represented an
activated form of classical DC or were related to monocytes was not investigated at the time.

Several lines of evidence suggest that in humans, as in mice, monocytes recruited to
inflammatory sites can differentiate into DC. Radio-labelled autologous monocytes are recruited
to the gut in inflammatory bowel disease patients [21] and monocyte numbers are increased in the
intestine of Crohn’s disease and ulcerative colitis patients compared to healthy donors [22].
Influx of monocytes were also observed in cantharidin-induced skin blisters [23], in the
peritoneum of patients with dialysis-related peritonitis [24] and in the nasal mucosa of subjects
with induced allergic rhinitis [25]. In the latter study, monocytes were recruited in the nasal
mucosa within hours after allergen challenge while a new population of DC appeared after 3
days, consistent with the potential differentiation of monocytes into mo-DC. Moreover, we have
identified in synovial fluid from rheumatoid arthritis patients and in peritoneal ascites from
cancer patients a population of « inflammatory DC » with a phenotype different from that of
classical blood DC [26]. We showed by transcriptomic analysis that these cells represent a
distinct DC subset and share gene signatures with in vitro-generated monocyte-derived cells,

supporting the idea that these inflammatory DC are more closely related to monocytes than to
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classical DC [26, 27]. Finally, mo-DC have been evidenced in human lung and colorectal tumors,
based on their phenotypic similarity with tumor-associated mo-DC in mice tumor models [28].
Collectively, these results support the notion that monocytes recruited to inflammatory

sites can differentiate in situ into mo-DC in humans.

2.2 Defining features of in vivo-differentiated mo-DC

DC have been traditionnally defined based on 1) their distinctive morphology, with the
presence of dendrites; 2) their superior ability to activate naive T cells ; 3) their capacity to
migrate to lymph nodes. In addition, distinct DC subtypes can be defined based on their ontogeny
and their requirement for distinct transcription factors [16]. However, because these properties
can be difficult to investigate in humans, most studies rely on the differential expression of
phenotypic markers to distinguish DC from other myeloid cells, and DC subsets from one
another.

Human inflammatory mo-DC are HLA-DR'CDI11c¢" cells that express markers found on
classical DC such as CDl1c, CDla, CD1b, FceRI, as well as molecules that are also expressed by
macrophages including CD206, CD14 and CD11b [19, 25, 26, 28, 29]. By contrast, they lack the
macrophage markers CD16 and CD163 [26] [28]. Inflammatory mo-DC can also be distinguished
from macrophages by their morphology (figure 2) and their capacity to stimulate T cell

proliferation [20, 26].

2.3 Molecular ontogeny of mo-DC

The relationship of mo-DC to monocytes is suggested by their expression of CCR2, a

chemokine receptor essential for monocyte recruitment into peripheral tissues [30]. However, this
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is not an absolute marker of monocyte-derived cells, as a CCR2" DC population from mouse
intestine has been shown to derive from pre-DC [31].

The ontogeny of human DC is usually inferred from the analysis of gene patterns and
specific transcription factors, but can also be analyzed using in vitro differentiation models [6, 7,
16]. Inflammatory mo-DC from ascites express a unique combination of transcription factors that
are either shared with classical DC (IRF4, BATF3, ZBTB46) or with macrophages (EGRI,
EGR?2), but they do not express MAFB which is restricted to macrophages [26]. Using a novel
model of human monocyte differentiation, we have recently shown that MAFB controls
monocyte differentiation into mo-Mac, while IRF4, BLIMP-1 and Aryl Hydrocarbon Receptor
(AHR) are essential for monocyte differentiation into mo-DC [27]. Moreover, patients suffering
from systemic juvenile idiopathic arthritis underexpress AHR in their monocytes, which are
biaised towards mo-Mac differentiation [32].

Precursors of human classical DC have been shown to be pre-committed to either lineage
at an early stage [8]. By contrast, single-cell RNA-seq analysis of human CD14" monocytes has
revealed that monocytes do not contain two populations that would be pre-committed to
differentiate into mo-DC versus mo-Mac [27]. Rather, blood CD14" monocytes are programmed
to spontaneously differentiate into blood CD16" monocytes [33], unless they extravasate into
tissues. Monocytes express a partial mo-Mac gene signature, suggesting they may possess in
tissues a default differentiation pathway into macrophages unless they encounter specific cues,
such as inflammatory cytokines and AHR ligands [27]. Because their differentiation is governed
by distinct transcription factors, mo-DC and mo-Mac do not represent variations of a highly
plastic cell population as previously proposed [16], but rather are bona fide cell lineages derived

from monocytes (figure 3).
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2.4 Slan-DC

CDI16" cells that express a 6-sulfo LacNAc modification of the P selectin glycoprotein
ligand 1 (PSGL-1) have been termed « slan-DC » and proposed to represent an inflammatory
subtype of DC based on their capacity to produce large amounts of TNF-a upon stimulation [34].
These cells were initially described in the blood, but can also be found in tissues such as the skin
of psoriasis patients [35], tumor-draining lymph nodes [36], intestinal lamina propria [37],
mesenteric lymph nodes and intestinal mucosa of Crohn’s disease patients [38], renal carcinoma
[39], tonsil [36] and brain lesions of patients with multiple sclerosis [40]. Comparative
transcriptomic analysis identified slan-DC as a subset of CD16" monocytes [41, 42] and showed
that they are distinct from the DC lineage [43]. These results are further supported by functional
analysis showing that slan-DC are poor antigen-presenting cells compared to classical DC [41,
43]. In addition, slan-DC do not express CCR7 [39] and exhibit a macrophage morphology in
tissues [37]. These observations suggest that slan-DC may be a specialized monocyte subset

rather than mo-DC.

2.5 A practical key to identify human mo-DC from biological samples

Most studies rely on a small number of surface markers to distinguish cell populations.
Because macrophages, monocytes, mo-DC and classical DC subsets display overlapping
phenotypes, identifying these different populations in biological samples can be challenging.
Based on the results discussed above, we propose that several categories of criteria should be
combined for identifying human in vivo-differentiated mo-DC :
1) Phenotype. Mo-DC are HLA-DR'CD11¢*CD14™CD206"CD1c* cells. Additional useful

markers to distinguish them from other myeloid cells are shown in Table 1.
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2) DC Function. Mo-DC possess typical DC functions, including the ability to efficiently
stimulate naive T cells and the capacity to express CCR7 (potentially enabling their migration to
lymph nodes).

3) DC morphology. Mo-DC display a typical DC morphology : they are of small size, possess
dendrites and lack large cytoplasmic vacuoles (as opposed to macrophages) (figure 2).

4) Ontogeny. Mo-DC derive from monocytes, which can be assessed by analyzing gene
signatures or the expression of CCR2. Mo-DC can be distinguished from mo-Mac by the
expression of specific transcription factors such as IRF4 and AHR, and the absence of MAFB

expression.

3. Distribution of human mo-DC
3.1 Human steady-state mo-DC in mucosal tissues
Several studies have analyzed the composition of myeloid cells at mucosal sites, including
cells displaying the phenotype of mo-DC. Lungs of healthy donors comprise a population of
CD14"CD206"CDI1c¢'CDla" cells that express IRF4 [44]. CD14"CD206'CD1¢"CD163" cells are
also present in the broncho-alveolar lavage (BAL) of healthy volunteers and express IRF4 and
CCR2 [45]. Another study reported the presence of CD14'CDI¢'CDla” DC in the BAL of
healthy volunteers and showed that these cells can upregulate CCR7 [46]. In addition,
transcriptomic analysis indicated that this population overexpresses CCR2, CD206 and CD11b
[46]. These results suggest that mo-DC are present in human lungs at the steady-state.
CD14"°*CD206"CD1c"CD1a’FceRI'CD11b" cells can also be found in the peritoneum as

shown through the analysis of dialysate of patients, with or without dialysis-induced peritonitis
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[24]. These cells express CCR2, IRF4 and upregulate CCR7 upon activation [24], suggesting
they are mo-DC .

Three main DC populations were identified in the small intestine, including a CDI1c”
CDI11b" population that was increased in patients with hyperemic mucosa (i.e. with increased
redness and blood flow, consistent with inflammation) [47]. The transcriptomic signature of this
population was closer to blood monocytes than to classical blood DC, suggesting they are mo-
DC.

Finally, whether mo-DC are present in human skin in the steady-state remains unclear.
Dermal CD14" DC were initially proposed to be mo-DC based on their reconstitution by donor-
derived cells after hematopoietic stem cell transplantation and on their transcriptional proximity
with blood monocytes [48, 49]. However, this population may be heterogeneous and a large

proportion of them have been shown to be actually monocyte-derived macrophages [50].

3.2 Human mo-DC in cancer

Several studies in mouse models have shown that circulating monocytes are recruited to
tumors and can differentiate at the tumor site [S1-53]. It is therefore likely that human tumors
contain inflammatory mo-DC within the myeloid infiltrate, but this question has been little
studied. Tumor-associated mo-DC have been identified based on their phenotype in lung and
colorectal tumors [28]. CD14"CDlc" cells, which may be mo-DC, have also been observed by
histology in melanoma skin lesions and colon metastasis [54]. Finally, a single-cell analysis of
lung adenocarcinoma has evidenced that some CDIlc¢"™ DC express monocyte/macrophage
markers (CD14, CCR2, CD206, CD64, CDI11b), which could indicate the presence of a

population of mo-DC [55] .
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3.3 Human mo-DC in blood

Human mo-DC have been identified in a variety of tissues (Table 2), but whether
circulating mo-DC are present in the blood remains unclear. Blood CD14"CD1¢"CD11b" cells
have been described, but these cells do not express CD206 nor CDla [54]. This population is
elevated in the blood of melanoma patients compared to healthy donors. Comparative
transcriptomic analysis showed that this population is closely related to monocytes, but whether
they are a subpopulation of monocytes or bona fide mo-DC requires further investigation.

In addition, single-cell RNA-seq analysis showed that blood CDI¢" DC comprise two
distinct subgroups, one of which was termed « inflammatory » [5]. These « inflammatory »
CDIc¢" DC express mRNA for CD14, but not the protein at the cell surface. They can be
separated from the other CDIc¢™ DC subgroup by their differential expression of CD163 and
CD36. Despite being termed « inflammatory », these cells are transcriptionnally closer to
classical DC rather than to monocytes, and are most likely derived from pre-DC. The properties

of these two CD1c¢" DC populations remain to be characterized.

4. Functional properties of in vivo-differentiated mo-DC

Due to the difficulty of isolating human mo-DC directly from biological samples, there is
limited data on their functional properties. Human mo-DC efficiently activate CD4 and CD8 T
cells in ex vivo assays [20, 24, 26]. Peritoneal mo-DC secrete IL-6, TNF-a, IL1-3 and IL-12p70
upon ex vivo restimulation [24]. Mo-DC from BAL also secrete TNF-a upon restimulation, but
their ability to secrete other cytokines was not reported [45]. By contrast, inflammatory mo-DC

from tumor ascites secrete IL-6, TNF-a, IL1-f without the need for ex vivo restimulation,
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suggesting they are already activated in situ by the inflammatory environment [26]. Ascites mo-
DC, but not macrophages, also secrete IL-12p70 and IL-23 upon ex vivo restimulation [26].
Consistent with their ability to produce 1L-23, inflammatory mo-DC from tumor ascites
and from synovial fluid from rheumatoid arthritis patients are potent inducers of Thl7
polarization ex vivo [26]. Inflammatory mo-DC from the skin of psoriasis patients also induce
Th17 polarization ex vivo [20]. Because Th17 cells play a major role in tissue damage in these
diseases, these results suggest that inflammatory mo-DC could be invoved in the pathogenesis by
fueling the inflammation. Nevertheless, the properties of inflammatory mo-DC will likely be
influenced by their micro-environment, and their T cell-polarizing ability may be different in a

Th1- or Th2-driven pathology.

Conclusion and perspectives

The literature discussed in this chapter indicates that mo-DC are present in vivo in humans and
represent a bona fide DC subset. Recent technical advances, such as single-cell transcriptomic
analysis, may reveal mo-DC populations in additionnal tissues or pathological situations. A major
challenge is to better understand their functional properties and potential role in the
physiopathology of inflammatory disorders or cancer. This would pave the way for manipulating

mo-DC differentiation or function for therapeutic intervention.
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Figure legends

Figure 1. Ontogeny of macrophages and dendritic cells. Macrophages and dendritic cells (DC)
populations can be divided into two categories based on their ontogeny: derived from monocytes

or from dedicated precursors.

DC Macrophage

-

Figure 2. Morphology of human DC versus macrophages. DC and macrophages from the

synovial fluid of rheumatoid arthritis patients were isolated and their morphology analyzed after
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cytospin and Giemsa/May-Griinwald staining. Typical DC morphology includes a small size, the

presence of dendrites and the lack of internal vacuoles. Bar = 10 um.

External signals

\ MAFB
BLIMP1

IRF4
AHR

Macrophage

Dendritic Cell

Figure 3. Molecular ontegeny of monocyte-derived cells. In response to external signals
(cytokines and AHR ligands), monocytes differentiate either into macrophages or dendritic cells.

Transcription factors governing these two pathways are shown.
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Table 1. Phenotypic markers for classical DC, mo-DC, monocytes and macrophages.

Surface | ¢DC1 cDC2 | Macrophage mo-DC CD14" | Slan-
markers monocytes | DC
HLA- + + + + + +
DR
CDll1c + + + + T n
CDlc - + - + - -
CDla - Tissue- - + - -
dependent
CDI1b - Tissue- - + - -
dependent
CD141 + low low + - -
CD14 - - + intermediate + -
CDl16 - - Tissue- - -/low +
dependent
CD206 - Tissue- + + - -
dependent
Clec9A + - - - - -
CD163 - - Tissue- - - -
dependent
CDl11b - Tissue- + + + +
dependent
MerTK - - + - - -
FceRI - Tissue- - + - -
dependent
Slan - - - - _ +
(M-
DCS)

290



Table 2. Human tissues in which mo-DC have been identified.

Tissue Condition Reference
BAL healthy [45]
BAL healthy [46]
Colorectal tumor | cancer [28]
Intestine healthy [47]
Lung healthy [44]
Lung tumor cancer [28]
Lung tumor cancer [55]
Melanoma cancer [54]
Nasal mucosa allergic rhinitis [25]
Peritoneum healthy [24]
Peritoneum peritonitis [24]
Peritoneum tumor ascites [26]
Skin atopic dermatitis [18]
Skin psoriasis [19]
[20]
Synovial fluid rheumatoid arthritis | [26]
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