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❖ Préambule 

 

J’ai souhaité rédiger un préambule pour faciliter la lecture de ce manuscrit en 

établissant ici les liens logiques m’ayant amené à construire l’introduction comme vous 

la trouverez. Dans mes études, j’ai utilisé deux modèles murins développés par mon 

laboratoire. Premièrement un modèle murin de gain de fonction du récepteur CXCR4, 

modèle d’étude du syndrome WHIM. Ce modèle m’a servi à étudier le rôle de CXCR4 

et de sa désensibilisation dans la biologie des cellules dendritiques (DC), notamment 

dans la migration des DC de la peau in vivo. Deuxièmement, un modèle murin de 

délétion conditionnelle de la protéine Glucocorticoid induced leucine zipper (GILZ) 

dans les DC (CD11c-GILZko). Ce modèle m’a servi à étudier le rôle de l’expression 

endogène de la protéine GILZ dans les DC sur leur biologie et plus particulièrement sur 

leur fonction de polarisation des réponses T et leur migration. Mon travail de thèse 

s’est appuyé sur deux axes majeurs. Premièrement J’ai étudié les mécanismes régulant 

la migration des DC. Cet axe étant le plus aboutit dans mes travaux, c’est lui qui sera 

exclusivement présenté dans l’introduction. Deuxièmement, J’ai étudié la régulation 

des réponses lymphocytaires T dans les contextes pathologiques en lien avec la 

délétion de GILZ dans les DC. Pour aborder les différents sujets et concepts couverts 

par les publications que vous trouverez dans la partie résultat, j’ai divisé l’introduction 

en trois grandes parties. Premièrement, nous nous intéresserons à l’ontogénie et à la 

diversité des sous-populations de DC. Cette partie positionne notamment la 

dépendance des progéniteurs des DC à la fonction du récepteur CXCR4 pour émigrer 

de la moelle osseuse au sang. Je m’attacherai aussi à définir l’importance des facteurs 

de transcription essentiels à la différenciation des DC dans la régulation de leur 

migration depuis les tissus. Je n’aborderai à ce titre que les différentes sous-population 

de DC de la peau et des ganglions lymphatiques la drainant, mon travail in vivo s’étant 

focalisé sur ces populations. Dans une deuxième partie nous nous focaliserons sur les 

mécanismes régulant la migration des DC et porterons une attention particulière à 

définir l’importance des récepteurs aux chimiokines dans le processus de chimiotaxie 
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(en particulier CXCR4 et CCR7) ainsi que de la mobilisation du cytosquelette d’actine 

dans la motricité. Cette partie s’articule naturellement avec la description de la 

signalisation calcique issus des chimiorécepteurs et son importance dans la migration 

des DC. Finalement, vous trouverez la partie descriptive concernant l’expression et la 

fonction de la protéine GILZ dans les DC.  
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I. INTRODUCTION 

 

1. Les cellules dendritiques  

Les DC font partie des cellules présentatrices d’antigène (CPA) professionnelles. Ces 

cellules se différencient à partir de précurseurs hématopoïétiques (Amon et al., 2020; 

Nutt and Chopin, 2020). Elles sont classifiées selon leur ontogénie mais aussi selon leur 

distribution tissulaire. En effet, certaines DC se différencient et résident dans les 

organes lymphoïdes quand d’autres se différencient et résident dans les tissus 

périphériques. Les DC des tissus périphériques sont capables de migrer aux organes 

lymphoïdes et sont alors considérées comme des DC « migrantes » à l’inverse des DC 

des organes lymphoïdes dites « résidentes » (Worbs, Hammerschmidt and Förster, 

2017; Eisenbarth, 2018). Les DC sont capables d’induire les réponses lymphocytaires T 

CD4 (LT CD4) via la présentation des antigènes (AG) par les molécules du CMH de 

classe II (CMHII) et LT CD8 via la présentation directe ou croisée des AG par les 

molécules du CMHI. La polarisation des LT CD4 peut aboutir à une induction de 

réponses effectrices ou tolérogènes (e.g LT régulateurs, LTreg) selon la différenciation 

fonctionnelle des DC (Macri et al., 2018). Parmi les CPA (Lymphocytes B, macrophages 

et cellules dérivées de monocytes), les DC sont les plus efficaces pour activer les LT 

naïfs. 

  

1.1. Difficultés inhérentes à l’étude des DC 

« DC » est une appellation qui regroupe un ensemble hétérogène de cellules 

partageant des fonctions similaires. Leur étude implique de prendre en compte 

plusieurs aspects techniques relatif à leur biologie. Premièrement, l’ontogénie des DC 

est complexe et d’un précurseur unique peuvent dériver des sous-populations 

phénotypiquement différentes (Amon et al., 2020). De plus, les DC sont sensibles aux 

modifications de leur environnement, cela rend délicat la mise en place d’une 

extraction préservant leur phénotype tissulaire. Pour finir, les DC sont présentes en 

petit nombre, ce qui minimise les rendements d’extraction. De ce fait, la mise en place 
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de tests fonctionnels utilisant des DC triées depuis les organes s’avère souvent 

coûteuse et demande une quantité importante de matériel biologique. Les chercheurs 

pionniers dans la découverte des fonctions des DC se sont donc rapidement attelés à 

essayer de les différencier in vitro à partir de précurseurs hématopoïétiques. Ces 

cultures ne permettent pas de représenter la diversité des DC retrouvés in vivo, mais 

sont capables de produire un nombre important de cellules, facilitant les études 

fonctionnelles. Nous pourrons ici citer l’exemple de Kayo Inaba, chercheuse ayant 

travaillé dans le laboratoire de Ralf Steinmann, prix Nobel de médecine pour la 

découverte des DC. Les travaux de K. Inaba furent fondateurs sur la compréhension de 

la fonction des DC (Inaba et al., 1983) et elle mit aussi en place la première méthode 

de culture cellulaire de DC dérivées de moelle osseuse de souris (BMDC) (Inaba et al., 

1992). Cela nous amène à la dernière difficulté concernant l’étude des DC. Les BMDC 

sont, comme nous le verrons par la suite, une culture cellulaire contaminée par la 

présence de macrophages. Le développement des culture de DC in vitro est toujours 

très actif et permet aujourd’hui de décrire l’ontogénie fine des DC (Balan et al., 2018; 

Luo and Dalod, 2020). En outre, de nombreuses études ont permis de démontrer 

l’existence et la fonction des différentes sous-population de DC, que les techniques de 

masse (e.g. Cytométrie de masse, single cell transcriptomic) permettent aujourd’hui 

d’affiner. Finalement, un consensus semble se créer autour de l’appellation des sous-

population de DC en prenant comme critères de classification les signatures 

moléculaires révélatrices de leurs phénotype et ontogénie (Arendt, 2008; Achim and 

Arendt, 2014; Guilliams et al., 2014; Arendt et al., 2016; Marioni and Arendt, 2017). Nous 

nous baserons sur ces derniers travaux pour classifier les DC dans ce manuscrit. 

 

1.2. Rôle des DC dans le système immunitaire 

Fonctionnellement, les DC possèdent d’importantes capacités de capture des 

antigènes. Toutes ont démontré une capacité à apprêter les antigènes sur le CMH de 

type I et II. Elles sont aussi capables de mettre en place un processus dit de maturation, 
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conduisant à une modulation fonctionnelle leur permettant 1- d’exprimer des 

récepteurs facilitant leur migration (à l’intérieur des tissus et/ou aux tissus lymphoïdes) 

2- d’exprimer des molécules de co-stimulation et des cytokines favorisant l’activation 

des LT et 3- de  présenter des antigènes et d’activer les LT CD4 et CD8 naïfs (Macri et 

al., 2018; Reizis, 2019; Ye et al., 2020). Nous le verrons par la suite, même si ces fonctions 

sont partagées, elles sont tout de même régulées de manière différente selon les sous-

populations de DC. 

 

 

Figure 1 : Ontogénie myéloïde des monocytes, DC conventionnelles (cDC) et plasmacytoïdes 

(pDC) chez l’Homme. Les DC peuvent se différencient à partir d’un progéniteur (Pr) commun 

aux granulocytes, monocytes, et DC (GMDP). Ce Pr génèrerait un Pr des monocytes et DC 

(MDP) qui donnerait naissance au Pr des monocytes et au Pr commun aux DC (CDP). Les 

cellules stromales de la moelle secrètent le FLT3-L, essentiel à la différenciation des cDC et 

pDC. Du CDP se différencie les pre-cDC, dépendant de NOTCH et du GM-CSF, qui circulent via 

le sang et infiltrent les tissus. Le devenir des cDC1/cDC2 est imprimé dans le programme 

génétique de ces Pr. Dans les tissus, de manière dépendante de facteurs locaux, les pre-cDC1/2 

différencieront des cDC1 et 2 résidentes des organes lymphoïdes (OL) ou des tissus 

périphériques. Les cDC1 possèdent un progéniteur intermédiaire n’exprimant pas XCR1, 

marqueur des cDC1 différenciées de manière terminale. Les pDC sortent de la moelle 

différenciées de manière terminale. Figure issue de (Calmeiro et al., 2020). 

 

1.3. Diversité ontogénique des DC.  

Les sous-populations de DC peuvent toutes dériver d’un précurseur commun aux 

monocytes-DC (MDP) (Figure 1). Ce précurseur perdrait graduellement ses capacité de 

multipotance en différenciant un précurseur des monocytes (cMoP) et des DC (CDP) 
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(Lee et al., 2015). Les CDP peuvent se différencier en DC conventionnelles (cDC) et en 

DC plasmacytoïdes (pDC) (Onai et al., 2013). L’ontogénie des pDC est encore discutée, 

mais il est clair qu’elles peuvent aussi se différencier à partir de précurseurs lymphoïdes 

(common lymphoid progenitor, CLP) (Sathe et al., 2013; Shortman et al., 2013; Dekker 

et al., 2018; Rodrigues et al., 2018; Dress et al., 2019). Les cDC sont elles-mêmes 

subdivisées en deux sous-groupes ayant leurs précurseurs respectifs, les cDC de type 

1 (cDC1) et les cDC de type 2 (cDC2) (Figure 1) (Guilliams et al., 2014; Schlitzer et al., 

2015) selon l’appellation de Guilliams et al. La différenciation des cDC1/2 est 

indépendante de facteurs tissulaires et est déterminée au niveau du progéniteur 

(Schlitzer et al., 2015). De récentes études proposent que le précurseur des cDC ainsi 

que ceux des cDC1 et cDC2 circulent en permanence depuis la moelle jusqu’aux tissus 

(See et al., 2017). Il faut à cela rajouter une subtilité. Comme nous le verrons par la 

suite, Les cDC2 forment une population hétérogène dont l’ontogénie fine est encore 

débattue (Dutertre et al., 2019). Finalement, c’est dans les tissus que les précurseurs de 

cDC différencient les cDC de manière terminale (e.g résidentes des organes lymphoïdes 

(OL) ou des tissu périphériques) et dépendante de facteurs locaux (e.g Granulocyte 

Macrophages Stimulating Factor, GM-CSF). La différenciation des cDC et pDC depuis 

les progéniteurs hématopoïétiques est dépendante du Fms-like tyrosine kinase 3 

ligand (FLT3-L). Par ailleurs, la délétion constitutive des DC donne lieu à des syndromes 

myéloprolifératifs dont l’origine supposée est une trop grande disponibilité de FLT3-L. 

Ainsi, de par leur dépendance à ce facteur, les DC favoriseraient le maintien de 

l’homéostasie des sous-populations myéloïdes (Birnberg et al., 2008; Ohnmacht et al., 

2009; Humblet-Baron et al., 2019). Enfin, d’autres DC se différencient à partir du MDP. 

Le MDP donne naissance aux cMoP et finalement aux monocytes. Les DC dérivant de 

monocytes (MoDC) sont retrouvées dans de nombreux tissus à l’homéostasie, mais 

s’accumulent particulièrement au cours de l’inflammation. En outre, au cours de 

l’inflammation, les monocytes sont aussi capables de se différencier en cellules de 

Langerhans, dont nous reparlerons par la suite. Il est à noter que l’ontogénie des DC 
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est dépendante de l’expression de facteurs de transcription (FT) (Bosteels and Scott, 

2020). Ces FT sont soit transitoirement exprimés dans les progéniteurs, soit exprimés 

dans les progéniteurs et tout au long de la vie de la cellule (FT « terminal selector ») 

(Holmberg and Perlmann, 2012). 

Dans une première partie nous nous attacherons à la description des cDC, puis une 

partie sera consacré aux pDC. Ensuite, nous décrirons les cellules qui exercent des 

fonctions de DC mais sont ontogénétiquement distinctes des cDC et pDC, à savoir les 

cellules de Langerhans (LC) et les MoDC. Nous nous focaliserons principalement sur les 

DC de la peau, cellules sur lesquelles s’est concentré la majeure partie de nos travaux 

in vivo. Pour finir, nous traiterons des DC de culture. Pour la description des DC, nous 

nous attacheront à définir leur ontogénie et leur dépendance aux facteurs de 

transcription (Bosteels and Scott, 2020), leurs marqueurs moléculaires (Guilliams et al., 

2016) ainsi que leurs fonctions.  
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Figure 2 : Schéma récapitulatif des sous-populations de DC, LC et MoDC in vivo. En bas, sont 

représentés les monocytes (rouge), les progéniteurs d’origine myéloïde (Violet) et lymphoïde 

(bleu clair) capables de se différencier en sous-populations de cellule présentatrice d’antigène 

(CPA), représentées par les cellules à cheval sur les rectangles noirs. Des flèches présentent la 

filiation entre progéniteurs et CPA ainsi que les facteurs moléculaires essentiels à leur 

différenciation. Les progéniteurs sont nommés CDP : Précurseur commun aux DC. Pré-cDC : 

Précurseur commun aux cDC. Pré-pDC : Précurseur des pDC. CLP : Précurseur lymphoïde IL7R+ 

proposé pour les pDC. Sous les cellules différenciées figurent deux rectangles comprenant les 

marqueurs de référence pour définir ces populations chez l’Homme (gauche) et la souris 

(droite). Les marqueurs écrits en vert sont ceux proposés pour définir les nouvelles sous-

populations de pDC. Les flèches rouges représentent les cellules différenciées en contexte 

inflammatoire. Adapté de (Binnewies et al., 2019; Dutertre et al., 2019; Amon et al., 2020; 

Bosteels and Scott, 2020). 

 

1.3.1. Sous-populations de cDC et marqueurs moléculaires.  

La différenciation des cDC (CD11c+ CMHII+) pourrait s’effectuer à partir des 

progéniteurs myéloïdes (pré-cDC), cependant plusieurs études rapportent que 

l’engagement de la différenciation dans le lignage des DC s’effectuerait plus tôt, avant 

la scission entre les lignages lymphoïdes et myéloïdes (Naik et al., 2013; Shortman et 

al., 2013; Perié and Naik, 2015; Helft et al., 2017; Lee et al., 2017). Cette différenciation 

dans le lignage des DC est caractérisée par, mais indépendante de, l’expression du FT 

ZBTB46 (Satpathy et al., 2012), et  est déjà orientée vers les cDC1 / cDC2 à la sortie de 

la moelle osseuse (Schlitzer et al., 2015; Heidkamp et al., 2016). Chez l’Homme, ces pré-

cDC (Lin-CD34-CD117+CD135+CD116+CD115-) (Breton et al., 2015) sont retrouvées 

dans la moelle, la circulation sanguine et les tissus. La circulation des pré-cDC et des 

pré-cDC1/2 depuis la moelle est ainsi capable de renouveler les stocks « locaux » de 

précurseurs et d’assurer l’homéostasie des cDC dans les tissus (Breton et al., 2015; See 

et al., 2017). Chez l’Homme, les pré-cDC ont un potentiel de différenciation limité à la 

production des cDC2 (CD1c+ Figure 2) et des cDC1 (CD141+ CLEC9A+ Figure 2) (Breton 

et al., 2015). Chez la souris on retrouve des cDC2 (CD172a+) et des cDC1 (XCR1+) 

(Guilliams et al., 2014)  dont les précurseurs expriment aussi le CD135, récepteur au 

FLT3-L (Waskow et al., 2008).  
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Fonctionnellement, les cDC présentes au niveau du parenchyme des tissus 

périphériques sont capables de migrer aux ganglions drainants selon un mode de 

migration dépendant notamment de leur maturation et de l’expression du C-C 

chemokine receptor type 7 (CCR7) (Ohl et al., 2004). Ce phénomène est observé chez 

l’Homme et chez la souris.  

 

1.3.1.1. cDC1  

 

1.3.1.1.1. cDC1 de la peau 

Les cDC1 sont une sous-population dont l’ontogénie, le phénotype et les fonctions 

sont bien décrites. Les cDC1, dans leur ensemble, sont reconnaissables par l’expression 

du X-C Motif Chemokine Receptor 1 (XCR1) (Crozat et al., 2010, 2011; Guilliams et al., 

2016). Dans le parenchyme des tissus périphériques, elles expriment, chez l’Homme et 

la souris, l’intégrine alpha E beta 7 (ITGAE aussi appelée CD103). Dans les OL, les cDC1 

résidentes expriment CD8a chez la souris, et les cDC1 migrantes expriment des niveaux 

de CMHII (CMHIIhi Figure 2) plus importants que les cDC1 résidentes. Les cDC1 

représentent une population de cellules stable et relativement homogène entre les 

individus (Alcántara-Hernández et al., 2017). Dans la peau, elles expriment, en plus de 

CD103, la langerine (CD207 chez la souris) (Figure 2). Des cellules homologues ont été 

trouvées chez l’Humain et expriment constitutivement CD141 (Figure 2) (Haniffa et al., 

2012; Malissen, Tamoutounour and Henri, 2014). Finalement, les cDC1 de la peau 

humaine expriment significativement plus de CD1a, CD83, CMHII et BDCA1 que les 

cDC1 du sang, des amygdales et de la rate. En revanche, elles expriment moins de 

CD135, CLEC9A et très faiblement CD11c en comparaison de leur homologue du sang 

et de la rate (Alcántara-Hernández et al., 2017). 

 

1.3.1.1.2. Ontogénie  

La différenciation des cDC1 est dépendante de l’expression constante dans les pré-cDC 

de l’Interferon Regulatory Factor 8 (IRF8) (Aliberti et al., 2003; Tamura et al., 2005; 
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Grajales-Reyes et al., 2015; Sichien et al., 2016; Bagadia et al., 2019; Durai et al., 2019; 

Kim et al., 2020) depuis le stade MDP jusqu’aux cDC1 différenciés. Cette expression est 

déterminante dans l’exclusion de la différenciation des granulocytes au niveau du MDP 

(Kurotaki et al., 2014). IRF8 est un FT contrôlant, entre autres, la transcription de 

l’interleukine 12 (IL12). Son inactivation par mutation génétique provoque chez la 

souris une sensibilité accrue à l’infection par Mycobacterium bovis, une moindre 

production d’IL12 et des syndromes myéloprolifératifs (Turcotte et al., 2005). 

Finalement, la délétion de ce FT inhibe la différenciation des cDC1 spécifiquement. Il 

est à noter que ce facteur est un FT « terminal selector » pour les cDC1 (Sichien et al., 

2016). Dans les cDC1 différenciés, la transcription d’IRF8 est maintenue par l’expression 

du Basic Leucine Zipper ATF-Like Transcription Factor 3 (Batf3), FT dont les cDC1 sont 

aussi dépendantes (Hildner et al., 2008; Grajales-Reyes et al., 2015). Cependant, 

l’absence de Batf3 n’inhibe pas la différenciation des pré-cDC1, mais favorise la 

différenciation des cDC2 (Durai et al., 2019). Batf3 s’exprime progressivement  au cours 

du développement des cDC1 depuis le CDP déjà engagé dans ce lignage via 

l’expression de Nfil3. Nfil3 favorise l’expression de Id2 au détriment de Zeb2, excluant 

la différenciation des pDC (Bagadia et al., 2019). Finalement, la signalisation via NOTCH 

semble essentielle à la différenciation des cDC1 à partir du CDP, et des travaux récents 

ont démontrés in vitro l’existence d’un précurseur intermédiaire entre les pre-cDC1 et 

les cDC1 différenciées. Ce précurseur n’exprime pas XCR1, mais exprime des niveaux 

de CXCR4 plus importants que les cDC1 différenciées (Balan et al., 2018). Cependant, 

la différenciation des sous-populations de cDC1 (e.g CD8+ / CD103+ chez la souris) 

dépend, quant à elle, de l’expression tissulaire du GM-CSF. La fixation à son récepteur, 

le GM-CSFR, semble déterminer le devenir des  progéniteurs de cDC1 vers un 

phénotype CD8a- CD103+, du moins dans la peau (King, Kroenke and Segal, 2010) et 

la lamina propria (Greter et al., 2012).  
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1.3.1.1.3.  Fonctions privilégiées  

Les cDC1 sont connues pour produire des interférons de type III et de l’IL12 en réponse 

à leur activation, ce dernier polarisant les réponses TCD4-helper de type 1 (Th1) 

(Martínez-López et al., 2015) (Figure 3). Ces cellules sont aussi capables d’induire les 

réponses Treg (Arnold et al., 2019; Hilligan and Ronchese, 2020) (Figure 3). Elles 

expriment en outre le Toll-like recepteur 3 (TLR3), capable de lier l’ARN double brin. 

L’association de l’expression du TLR3 avec celle du récepteur CLEC9A, dont la fonction 

est de détecter les corps nécrotiques, place les cDC1 au centre dans les processus de 

réponse antivirale (détection des ARN viraux) et anti-tumorale (détection des corps 

nécrotiques) où elles participent à l’activation des réponses LT CD8 (Sancho et al., 2009; 

Broz et al., 2014; Cancel et al., 2019). Les cDC1 sont plus efficaces pour réaliser la 

présentation croisée d’AG associés aux cellules que les cDC2 (Bachem et al., 2010; 

Crozat et al., 2010; Jongbloed et al., 2010), notamment provenant de la peau (Bedoui 

et al., 2009; Henri et al., 2010; Haniffa et al., 2012). Plus précisément, les cDC1 sont 

considérées comme réalisant cette présentation croisée de manière constitutive (Figure 

3). Ces cDC réaliseraient la présentation croisée des AG aux LT CD8 via la voie 

cytosolique, comme le démontre leur indépendance à IRAP (Segura et al., 2009). Les 

cDC2 (Den Haan and Bevan, 2002; Heath et al., 2004), les pDC (Mouriès et al., 2008), et 

les MoDC (Tsing-Lee et al., 2019) ont aussi des capacités de présentation croisée 

dépendantes de leur maturation, mais aussi possiblement constitutives (Segura, 

Durand and Amigorena, 2013). Au cours de cancers, les cDC1 sont particulièrement 

capable de transporter présenter des antigènes intactes aux OL avant de les préparer 

et de les présenter aux LT CD8 (Salmon et al., 2016). Dans cette étude, l’induction de 

prolifération (FLT3-L) et l’activation des cDC1 (Poly I :C fixant le TLR3) augmente la 

qualité de la réponse immunitaire aux traitements inhibiteurs de BRAF et aux anti PD1.  

 

1.3.1.2. cDC2 
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1.3.1.2.1. cDC2 de la peau  

Une caractéristique commune des cDC2 chez la souris est qu’elles expriment toutes le 

marqueur CD11b. Chez l’Homme elles expriment CD1c et CLEC10A (See et al., 2017; 

Villani et al., 2017; Heger et al., 2018). Les cDC2, pour partie, sont dépendantes de 

l’expression d’IRF4 (Bosteels and Scott, 2020). Les cDC2 sont considérées comme CD16- 

CD88- CD11c+ CD11b+ XCR1- CD207- chez la souris et CD1a+ CD1c+ CD14- CD88- 

CD5+/- chez l’Homme (Worbs, Hammerschmidt and Förster, 2017; Dutertre et al., 2019; 

Bourdely et al., 2020). Chez l’Homme, les cDC2 cutanées expriment significativement 

plus de CD11b, CD123, CD206, CD1a et CD83 que les cDC2 du sang de la rate et des 

amygdales (Alcántara-Hernández et al., 2017). L’expression de CD83 peut laisser penser 

que les cDC2 de la peau sont plus activées que dans les autres tissus, un prérequis 

peut-être pour leur migration. A l’homéostasie ces cellules n’expriment pas le 

marqueur CD64, spécifique des macrophages et des DC inflammatoires (Guilliams et 

al., 2016). La peau est un organe au contact des pathogènes et propice aux 

inflammations. Il est donc possible que s’y retrouvent en permanence des populations 

de cDC2 inflammatoires, ayant la capacité d’exprimer CD64, comme démontré dans le 

poumon (Bosteels et al., 2020) ou la peau, où il s’agit de DC dérivées de monocytes 

(Tamoutounour et al., 2013). Dans la peau se trouvent aussi des cDC CD11b- CD103- 

(doubles négatives) dépendantes d’IRF4 pour leur différenciation, qui ont été associés 

aux cDC2. Elles expriment CD172 et CX3CR1. Elles sont absentes de la rate et n’ont pas 

d’homologue identifié à ce jour chez l’Homme (Strobl, Krump and Borek, 2019). 

 

1.3.1.2.2. Ontogénie 

Les cDC2 sont dépendantes de l’expression du FT IRF4 (Sichien et al., 2016). IRF4 

contrôle, entre autre, la transcription de l’IL23, et les souris délétées pour IRF4 (IRF4ko) 

sont moins efficaces pour monter des réponses immunitaires impliquant les LT CD4+ 

(Schlitzer et al., 2013). Cependant, la délétion d’IRF4 ne suffit pas à éliminer l’ensemble 

des cDC2 (Guilliams et al., 2016). Dans la peau et la rate notamment, les souris IRF4ko 
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ont un nombre de cDC2 (CD11c+ MHCII+ CD11b+) similaire aux souris WT (Bajaña et 

al., 2012; Schlitzer et al., 2013). L’impact différentiel de la délétion d’IRF4 sur leur 

différenciation révèle aussi, d’une part, l’hétérogénéité des populations CD11c+ MHCII+ 

CD11b+ à l’homéostasie, et d’autre part l’impact compensatoire possible de facteurs 

locaux. L’origine ontogénique des cDC2 est encore activement discutée (Amon et al., 

2020). Il se dégage que chez la souris (Tussiwand and Gautier, 2015; Binnewies et al., 

2019; Brown et al., 2019) et chez l’Homme (Villani et al., 2017; Yin et al., 2017; Dutertre 

et al., 2019) qu’il existerait au moins deux sous-populations de cDC2. Dans l’ensemble, 

ces études proposent une nouvelle classification des cDC2 avec des cDC2 exprimant 

CD5 chez l’Homme (Villani et al., 2017; Dutertre et al., 2019), marqueur aussi mis en 

évidence par (Yin et al., 2017) et des cDC2 CD5-. Ces dernières sont hétérogènes, et 

trois sous-populations sont décrites, mais celles-ci correspondraient en réalité à trois 

états de maturation d’une même population de cellules, depuis nommée DC3 (Figure 

2) (Dutertre et al., 2019; Bourdely et al., 2020). Ces cellules sont non classiques car elles 

sont dépendantes du FLT3-L, comme les c/pDC, mais l’ablation des populations de 

monocytes les exclut en grande partie (Dutertre et al., 2019). Les cDC2 B seraient des 

DC inflammatoires, comme le suggère leur accumulation au cours du lupus (Dutertre 

et al., 2019). Cela pourrait aussi coïncider avec la description récente chez la souris de 

sous-populations de cDC2 inflammatoires induites depuis des progéniteurs CCR2-/- 

(marqueur de progéniteurs des monocytes chez la souris). Ces cellules expriment CD64, 

un marqueur des macrophages, et pourraient contribuer à la confusion quant à 

l’origine et à la fonction des cellules dérivées de monocytes (Bosteels et al., 2020). Les 

cDC2 inflammatoires de cette dernière étude ne sont pas décrites à l’homéostasie. En 

outre, des sous-population de DC inflammatoires sont aussi décrites dans le cancer et 

sont retrouvées chez l’Homme et la souris. En conclusion, il est encore difficile de 

différencier les cDC2 des DC3 et des DC inflammatoires, cependant la définition de 

marqueurs membranaire permettant de trier ces populations de cellules est un pan de 

recherche essentiel pour mieux comprendre la biologie des DC (Segura et al., 2013; 
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Binnewies et al., 2019; Villar and Segura, 2020). Finalement, les autres populations 

décrites (CD1c- CD141- CD11c+) et (AXL+ SIGLEC1+ SIGLEC6+, dites AS DC) (Villani et 

al., 2017). Si les premières semblent correspondre à des MoDC, les secondes pourraient 

correspondre à une nouvelle population de DC, cependant il est possible que les 

marqueurs utilisés pour leur discrimination définissent aussi des progéniteurs de 

cDC1/2 (Alcántara-Hernández et al., 2017; Villani et al., 2017; Dutertre et al., 2019; 

Leylek et al., 2019). Ces cellules ont été décrites aussi chez la souris et nommée 

transitional DC (tDC) (Leylek et al., 2019).  Il est important de garder à l’esprit qu’une 

différenciation de DC inflammatoires implique que l’histoire immunitaire des sujets 

saints impactera probablement les sous-populations de DC décrites (Alcántara-

Hernández et al., 2017). De même, le microenvironnement tissulaire semble déterminer 

le devenir des progéniteurs, mais les facteurs orientant la différenciation des cDC2 dans 

les tissus restent mal connus. 

 

1.3.1.2.3. Fonctions privilégiées  

Les cDC2 sont de bonnes productrices d’IL23 et sont capables de polariser les réponses 

LT CD4. En particulier, elles polarisent efficacement les réponses Th2 (Gao et al., 2013; 

Zhou et al., 2014) et Th17 (Schlitzer et al., 2013) (Figure 3). Les lymphocytes Th2 sont 

particulièrement impliqués dans l’allergie. Les cDC2 sont compétentes aussi dans 

l’induction de T follicular helpers (Tfh), lymphocytes impliqués dans l’établissement des 

réponses LB, suggérant un rôle important dans la réponse humorale (Calabro et al., 

2016; Briseño et al., 2018; Durand et al., 2019). De ce fait, ces cellules sont 

particulièrement intéressantes dans les approches vaccinales visant à induire des 

réponses humorales (Durand et al., 2019). Finalement, les cDC2 sont capables de 

polariser les réponses Treg (Vander Lugt et al., 2017), notamment dans la peau via la 

production d’acide rétinoïque (Guilliams et al., 2010). Une étude récente propose que 

la fonction des cDC2 dans l’environnement tumoral serait fortement inhibée en retour 

par les Treg qui empêcheraient leur migration aux OL en plus d’inhiber la fonction des 
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LT effecteurs (Binnewies et al., 2019). Finalement, elles sont aussi capables de moduler 

les réponse T CD8 en contrôlant particulièrement l’induction de T CD8 mémoires 

(Ainsua-Enrich et al., 2019) et sont capables de réaliser la présentation croisée, 

principalement d’antigènes couplés à des complexes immuns (Den Haan and Bevan, 

2002; Heath et al., 2004). Du point de vu des mécanismes contrôlant leur fonction, les 

cDC2, du moins une sous partie de ces cellules, sont dépendantes du FT terminal 

selector IRF4. Le rôle précis d’IRF4 dans les cDC2 reste à définir. Il est possible qu’IRF4 

contrôle directement la migration des cDC2 car les cellules IRF4ko, sans altération de 

leur nombre dans la peau, migrent moins bien aux OL dans des expériences de type 

« FITC painting » (Bajaña et al., 2012). Cependant ce FT contrôlant la survie des cDC2, 

il est possible que les défauts en cDC2 observés dans les OL des souris IRF4ko soient en 

réalité liés à une surmortalité de ces cellules. Il est possible aussi qu’IRF4 joue un rôle 

direct sur la polarisation des réponses T (Amon et al., 2020). Comme nous le disions 

précédemment, il semblerait que coexistent 2 sous-populations de cDC2A/B (Figure 2), 

suggérant que cDC2A et B (Dutertre et al., 2019) pourraient avoir des rôles 

complémentaires sur la polarisation des LT, en fonction de leur dépendance relative à 

ce FT. En outre, plusieurs études suggèrent que les DC dépendantes de NOTCH2 

(cDC2B) sont efficaces pour polariser les réponses Th17 (Tussiwand and Gautier, 2015). 

Finalement, des études récentes proposent que les cDC2 induites au cours de 

l’inflammation, à la différence des MoDC, sont capables de migrer des tissus vers les 

OL (Binnewies et al., 2019; Bosteels et al., 2020). L’étude du rôle précis des sous-

populations de cDC2 reste néanmoins à mieux définir.  
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Figure 3 : Rôles des cDC1 et 2 sur la polarisation des LT. Les cDC1 et 2 se différencient de 

manière terminale dans les tissus. Les cDC1 sont connues pour polariser les réponses Th1 de 

par leur production d’IL12 et des LT CD8 (CTL) via leur capacité de présentation croisée. Les 

cDC2 sont connues pour leur capacité de polarisation des réponses Th2/Th17 et leur 

production d’IL23. cDC1 et cDC2 sont capables de polariser les réponses Treg, notamment via 

la production de TGFß. Figure issue de (Amon et al., 2020). 

 

 

1.3.1.3. pDC 

 

1.3.1.3.1. Ontogénie et sous-populations. 

Nous ne définirons pas les sous-populations de pDC de la peau car, à l’homéostasie, 

ces cellules n’y sont que très peu présentes (Alcántara-Hernández et al., 2017). La 

dépendance des pDC à IRF8 et IRF4 n’est pas claire. Toujours est-il que la délétion 
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concomitante de ces deux FT abolit la différenciation des pDC (Sichien et al., 2016). Il 

est envisagé que la perte d’IRF8 puisse être en partie compensée par IRF4 dans ces 

cellules. Ces cellules sont dépendantes de l’expression des FT TCF4 (E2.2) et ZEB2 

(Bosteels and Scott, 2020). Du point de vue fonctionnel, ces DC sont capables de 

produire des interférons de type I et III (IFN I/III) et de présenter directement, ou via la 

présentation croisée, les antigènes aux LT (après maturation) (Reizis, 2019). Ces 

fonctions pourraient différencier deux populations de cellules, ou deux états 

d’activation, avec d’un côté une capacité à présenter les antigènes (les « cDC like ») et 

de l’autre des DC moins efficaces à présenter les antigènes mais très efficaces pour 

produire les IFN (Abbas et al., 2020; Ye et al., 2020). Deux hypothèses émergent alors : 

cette diversité fonctionnelle est à l’image 1) d’une diversité ontogénique ou 2) d’une 

différenciation fonctionnelle après activation (Reizis, 2019; Amon et al., 2020). Un 

élément de réponse est provenu de l’identification d’une sous population de 

précurseurs de cDC, les AS DC, polluant les pDC isolée de manière standard. Ces 

précurseurs de cDC(/pDC) partagent des marqueurs communs avec les pDC (AXL) 

induisant une confusion entre ces deux populations de cellules. Les AS DC, désormais 

connues, sont retirées de la plupart des analyses. Pourtant les différences 

fonctionnelles se maintiennent, en particulier au cours des réponses antivirales 

(Alculumbre et al., 2018). Un élément important semble soutenir la première 

hypothèse. En effet, les pDC seraient capables de se différencier à partir de 

progéniteurs myéloïdes (Onai et al., 2013), mais aussi lymphoïdes(Dekker et al., 2018; 

Rodrigues et al., 2018; Dress et al., 2019). A ce titre, une proportion non négligeable de 

pDC circulante présente un réarrangement des gènes du BCR, indiquant l’activation 

dans ces cellules de programmes transcriptomiques partagés avec la lignée lymphoïde 

et dépendante de TCF4 dans les pDC (ou d’un autre FT encore non identifié dans les 

cDC1). Chez la souris, les pDC d’origine myéloïde seraient préférentiellement issues de 

progéniteurs Lin- Flt3+ IL7R- M-CSFR-. Une autre étude récente propose, chez la souris, 

que les pDC seraient uniquement d’origine lymphoïde, issues de progéniteurs Ly6D+ 
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L7R+ (Dress et al., 2019). Finalement, en faveur de la seconde hypothèse, des études 

récentes montrent que l’activation des pDC (là encore en l’absence des AS DC) leur 

confère des phénotypes extrêmement différents (Alculumbre et al., 2018). Cette étude 

propose que les pDC subissent une différenciation fonctionnelle forte à partir d’une 

population homogène de départ. Il est alors tentant de se demander si les pDC sont 

réellement différenciées de manière terminale lorsqu’elles sortent de la moelle. Ces 

auteurs redéfinissent des sous-populations de « cDC like » (dites P3-pDC, PD-L1- 

CD80+, fortement migrantes) et productrices d’IFN (P1-pDC, PD-L1+ CD80-) (Figure4). 

Ils définissent aussi une population P2 dont les fonctions sont moins claires. 

Cependant, il est possible que l’orientation de ces cellules vers les cDC like ou 

productrices d’IFN soit déjà imprimée dans leur programme génétique (Reizis, 2019). 

Ces questions restent actuellement débattues.  

 

 

Figure 4 : Fonctions associées aux pDC. Les pDC sont connues pour mettre en place des 

fonctions essentielles, notamment dans les réponses anti virales. Elles possèdent d’importantes  

capacités de production d’IFN de type I et participent activement à la mise en place des 

réponses innées (cellules NK) et adaptatives (polarisation de LT/LB).   Figure issue de (Swiecki 

and Colonna, 2015) 

 

1.3.1.3.2. Fonctions privilégiées   

Les pDC possèdent, via l’expression des TLR 9 et 7, d’importantes capacités de réponse 

aux ADN et ARN exogènes. Le TLR7 est spécialisé dans la détection des ARN tandis 
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que le TLR9 détecte l’ADN portant des motifs CpG non méthylés. Le TLR7 est 

particulièrement activé en réponse à un traitement par l’imiquimod. Il est intéressant 

de noter que l’activation des pDC via les TLR induit une forte production d’IFN I et III 

(Figure 4), leur conférant un rôle central dans la reconnaissance des virus et d’autres 

pathogènes (Reizis, 2019), mais que cette production pourrait diminuer leur survie 

(Swiecki and Colonna, 2015). En outre, la production des IFN est, dans ces cellules, 

dépendante du FT IRF7, exprimé constitutivement dans les pDC, leur permettant 

d’initier les réponses IFN (Dalod et al., 2002). Ces cellules semblent constamment 

contrôler leur état d’activation et leur survie via la mise en place de boucles de 

rétrocontrôle positif : les IFNAR (Tomasello et al., 2018) et le TNFa (Alculumbre et al., 

2018) favorisant leur production d’INF-I ou négatif : CXCR4 inhibant l’activation des 

pDC en réponse aux monoamines (Smith et al., 2017; Reizis, 2019). Ces boucles sont 

essentielles au maintien de l’homéostasie immunitaire et leur délétion dans les pDC 

peut induire des syndromes auto-immuns (Schmitt et al., 2016). Le rôle des pDC dans 

l’induction des réponses adaptatives ne se limite pas à la production d’IFN (Figure 4). 

En effet, elles (ou du moins une partie d’entre elles) possèdent, une fois mature, des 

capacités d’activation des LT CD4 et CD8 (Schlecht et al., 2004; Mouriès et al., 2008; Tel 

et al., 2013). L’activation des TCD4 peut se faire en faveur de LT effecteurs mais aussi 

des LTreg (Ye et al., 2020). Cela rend les pDC particulièrement intéressantes dans 

l’étude des réponses antivirales, auto-immune et anticancéreuses (Swiecki and 

Colonna, 2015; Reizis, 2019). Finalement, des découvertes récentes semblent indiquer 

que les LT CD8+ favorisent le recrutement local des pDC et des cDC1 d’une manière 

CCR5 et XCR1 dépendante respectivement. Les pDC favoriseraient localement 

l’activation des cDC et l’activation des LT CD8 (Brewitz et al., 2017). Enfin, la migration 

des pDC, critique pour leur fonction, est dépendante des nombreux récepteurs tels que 

CXCR4 (sortie de la moelle osseuse) (Kohara et al., 2007), CCR7 (entrée dans les GL), 

CCR9 (entrée dans les tissus) et CCR5 (migration dans les LN) (Tiberio et al., 2018).  
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1.3.2. Les autres CPA d’origine myéloïde  

Certaines populations cellulaires sont proches des DC en terme fonctionnel mais ne 

correspondraient pas « purement » à des DC sur la base de critères ontogéniques. En 

effet, à la différence des pDC et cDC, ces cellules dérivent de précurseurs s’auto-

renouvelant localement ou de monocytes circulants. Ces cellules sont abondamment 

différenciées durant l’inflammation, mais peuvent aussi être retrouvées à l’homéostasie 

dans certains tissus (Bogunovic et al., 2009).  

 

1.3.2.1. Les cellules de Langerhans (LC) 

 

1.3.2.1.1. LC de la peau 

Dans la peau, les LC sont situées dans l’épiderme. Elles expriment chez l’Homme et la 

souris les marqueurs CMH II, CD207, EpCAM, CD11b, CX3CR1 et CD172a. Chez 

l’Homme, elles expriment CD1a et CD1c. Chez la souris, elles expriment F4/80 (Kashem, 

Haniffa and Kaplan, 2017; Strobl, Krump and Borek, 2019). Des sous-populations de LC 

sont décrites. Particulièrement, les LC issues de monocytes Ly6Chi chez la souris, CD14+ 

chez l’Homme. Les LC dérivant des monocytes (moLC) exprimeraient à la fois CD207 et 

DC-SIGN, contrairement aux LC qui n’expriment pas DC-SIGN (Otsuka et al., 2018). 

Cependant les moLC de cette étude sont dérivées in vitro, et des facteurs locaux, 

comme les corticoïdes endogènes, pourraient influencer ce phénotype. 

 

 

1.3.2.1.2. Ontogénie 

Chez l’Homme et la souris (Mass et al., 2016), comme pour les macrophages tissulaires, 

les LC sont issues de précurseurs d’origine embryonnaire qui colonisent l’épiderme et 

s’auto renouvèlent (Deckers, Hammad and Hoste, 2018). La délétion des facteurs 

TGFb1, ID2, Runx3 et Mcsfr inhibe leur différenciation. De plus, il semblerait que ces 

cellules secrètent elles même le TGF et qu’il soit nécessaire qu’elles se désensibilisent 

à ce facteur pour pouvoir migrer aux OL (Bobr et al., 2012). Contrairement aux cDC et 

aux pDC, les LC ne sont pas dépendantes du FLT3-L pour leur développement même 
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si elles sur-expriment son récepteur au cours de leur migration (Miller et al., 2014). En 

outre, la délétion d’IRF8 réduit leur nombre (Merad, Ginhoux and Collin, 2008). De par 

leur ontogénie, les LC sont donc classées parmi les macrophages dans certaines études 

(Guilliams et al., 2014), cellules avec lesquelles elles partagent de nombreux aspect de 

leur biologie (Deckers, Hammad and Hoste, 2018). Cependant, leur capacité migratoire 

avérée (Worbs, Hammerschmidt and Förster, 2017) les distingue fonctionnellement des 

macrophages. Ces classifications restent largement débattues. 

 

1.3.2.1.3. Fonctions privilégiées  

Les LC sont capables de capturer des antigènes dans la peau et de migrer aux OL. En 

particulier, CD207 est retrouvée dans des formations membranaires en « raquettes de 

tennis » dont la fonction est, entre autres, d’internaliser les particules virales (De Witte 

et al., 2007). Leur migration se fait en deux étapes, une première phase dépendante de 

CXCR4 pour rejoindre le derme puis une seconde phase dépendante de CCR7 

notamment pour rejoindre les OL. Les LC peuvent induire des réponses Treg capables 

d’inhiber la mise en place d’une réponse T mémoire (Gomez de Agüero et al., 2012; 

Strandt et al., 2017) mais peuvent également activer de fortes réponses T CD8 (Strandt 

et al., 2017). Leur capacité d’induction de Treg est limitée par leur activation. De plus, 

la délétion des LC conduit à une hyper sensibilité cutanée accrue (Kaplan et al., 2005). 

Ces études laissent penser que les LC sont prédéterminées à promouvoir la tolérance 

immunitaire et qu’il faut un signal d’activation suffisant pour « casser » la tolérance 

(Shklovskaya et al., 2011). Les LC sont aussi capables d’induire les réponses Th17, 

cellules dont l’induction est dépendante des LC dans l’eczéma (Kobayashi et al., 2015). 

 

1.3.2.2. Les DC dérivés de monocytes  

 

1.3.2.2.1. MoDC de la peau. 

Les MoDC dans la peau (Tamoutounour et al., 2013) sont décrites avec un phénotype 

quasi similaire aux cDC2. Elles expriment CD11c, CD11b, CX3CR1, CD172, CD64 et CCR2 
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(Kashem, Haniffa and Kaplan, 2017). Dans la peau inflammée s’accumulent les cellules 

CD206+ DC-SIGN+ CD1a+ qui pourraient correspondre à des moLC et des moDC 

(Guttman-Yassky et al., 2007). Cependant dans la peau saine chez l’homme ces cellules 

ne sont pas retrouvées.  

 

1.3.2.2.2. Ontogénie 

Ces cellules, dérivées majoritairement au cours de l’inflammation, proviennent de 

monocytes circulant CD14+ chez l’Homme, Ly6Chi CCR2+ chez la souris. Ces monocytes 

ont la capacité de se différencier en Mo-Macrophages et Mo-DC. Il semblerait que les 

Mo-Macrophage dépendent du FT MAFB et que IRF4, AHR et BLIMP-1 définissent la 

différenciation en Mo-DC (Goudot et al., 2017). 

 

1.3.2.2.3. Fonctions privilégiées 

Elles ont de nombreuses convergences fonctionnelles avec les macrophages (Coillard 

and Segura, 2019). En outre, elles produisent d’importantes quantité de cytokines pro-

inflammatoires. Finalement, elles sont capables de promouvoir les réponses Th17 

(Segura et al., 2013). Ces cellules ne migreraient pas aux OL, mais seraient capables de 

réaliser la présentation croisée (Segura et al., 2009; Tsing-Lee et al., 2019), proposant, 

pour ces cellules un rôle dans la mise en place de l’immunité locale. 

 

1.3.2.3. Cellules dendritiques de culture 

 

1.3.2.3.1. DC de culture différenciées avec du GM-CSF. 

 

Une manière de différencier in vitro un grand nombre de cellules proches des DC est 

de traiter des monocytes CD14+ circulants (Humain) ou des cellules de moelle osseuse 

(souris) avec du GM-CSF (Inaba et al., 1992). Nous appellerons ces cellules des BMDC 

pour la suite de ce manuscrit. Dans les cultures de BMDC, chez la souris, on peut 

identifier des DC et des macrophages sur la base de marqueurs membranaires 
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différenciant : CD11c+ MHCIIint CD115+ MerTK+ pour les macrophages (GM-Mac, Figure 

5) et CD11c+ MHCIIhi CD115- CD135+ pour les DC (GM-DC, Figure 5). En outre, la 

maturation induit dans GM-DC l’expression d’IRF4, rappelant les cDC2, CD11b+. Les 

différences d’expression de CD115 correspondent à celles retrouvées in vivo sur les 

précurseurs de cDC (CD115-) vs monocytes (CD115+) chez l’Homme (Breton et al., 

2015). Fonctionnellement, les GM-Mac sont plutôt sessiles et répondent aux gradients 

de chemokine C-C motif ligand 2 (CCL2) grâce à l’expression du récepteur CCR2 à leur 

surface. Les GM-DC sont très mobiles même immatures et, après maturation, 

répondent aux gradients de chimiokine C-C motif ligand 21 (CCL21) grâce à 

l’expression du récepteur CCR7 à leur surface.  

 

1.3.2.3.2. DC de culture différenciées avec du GM-CSF et du FLT3-L. 

Cette méthode de culture cellulaire permet l’obtention de pDC, cDC1 et 2 (FL-cDC et 

FL-pDC) (Sathe et al., 2011; Mayer et al., 2014). Phénotypiquement, les cultures 

n’utilisant que du FLT3-L permettent l’obtention de DC CD8+ CD11b-, CD8- CD11b+ et 

pDC. L’ajout de GM-CSF à forte concentration en association du FLT3-L différencie une 

majorité de DC CD103+ ayant une fonction proche de celle des cDC1 (Mayer et al., 

2014). Cependant, contrôler l’ajout de GM-CSF, à concentrations faibles puis forte, trois 

jours avant la fin de la culture, permet l’obtention de cellules CD103+ CD24+, CD11b+ 

CD103- et de pDC (Sathe et al., 2011; Guo et al., 2016). Ces cultures reproduisent in 

vitro la nécessité de la signalisation FLT3-L et GM-CSF pour différencier des DC CD103+. 

En outre, elles montrent aussi que la présence de GM-CSF inhibe la différenciation de 

DC exprimant CD8a. Les DC CD103+ dérivés dans ces culture (FL-cDC1), comme discuté 

dans (Mayer et al., 2014), expriment de fort niveaux de CCR7.  
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Figure 5 : Sous-population de DC issues de culture. Même structure de figure que la figure 4. 

Au-dessus des rectangles sont représentés les cytokines utilisées pour différencier les cellules. 

Adapté de (Guo et al., 2016). 

 

Dans cette première partie, nous avons donc vu les différentes sous-populations de DC 

et discuté de leur ontogénie. Nous allons à présent voir comment la migration, 

processus central pour que les pré-DC puisse rejoindre les tissus et que les DC 

périphériques puissent y patrouiller puis migrer aux OL (Figure 6) est régulée (Worbs, 

Hammerschmidt and Förster, 2017; Eisenbarth, 2019). Je me concentrerai sur la 

fonction des DC murines pour la suite de ce manuscrit. 
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Figure 6 : La migration est un processus présent à toutes les étapes de la vie des DC. 

Premièrement, les précurseurs de cDC émigrent de la moelle osseuse jusqu’aux sang. Les pDC 

sortent différenciée de la moelle selon un mode dépendant de la fonction de CXCR4. Du sang, 

les pré-cDC et pDC migrent dans les tissus périphériques et lymphoïdes pour se différencier 

de manière terminale. Au sein du tissus, les DC immatures migrent et capturent les antigènes. 

Après maturation, les DC des tissus périphériques migrent, de façon dépendante de CCR7 

notamment, aux OL. Une fois dans les OL, les sous-populations de DC migrent vers différentes 

zones. Figure adaptée de (Worbs, Hammerschmidt and Förster, 2017). 

2. Migration des DC 

La migration des DC depuis les tissus jusqu’aux OL est dépendante de leur état 

d’activation/maturation. Nous avons, et allons, employer le terme de maturation à 

plusieurs reprises au cours des parties suivantes. Clarifions donc ce processus 

rapidement pour mieux appréhender les concepts de la migration des DC. Les DC 

possèdent de nombreux récepteurs capables de reconnaître des motifs conservés de 
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pathogènes (les Patern Recognition Receptors, PRR) (Macri et al., 2018). Nous avons 

déjà abordé certains de ces récepteurs en discutant plus haut des TLR3/7/ et 9. Ces 

récepteurs sont couplés, pour les TLR, aux protéines TRIF et Myd88, capables d’induire, 

entre autres, l’activation de NFkB, un facteur de transcription central dans l’activation 

des DC. Comme le montre la figure 7, la nature du pathogène définit la réponse 

immunitaire induite par les DC. Cependant, une activation spontanée des DC est aussi 

décrite. Cette activation est dépendante d’Ikkß, un régulateur de NFkB et promeut la 

différenciation fonctionnelle de DC « tolérogènes » c’est à dire capables d’induire 

faiblement les réponses T effectrices, mais efficacement les réponses Treg (Baratin et 

al., 2015). Les conséquences fonctionnelles de l’activation des DC sont une expression 

accrue des molécules du CMH II, une expression des molécules de co-stimulation 

CD80/86, une modification de leur schéma de migration et finalement une 

modification de leur capacité à polariser les réponses T (Hilligan and Ronchese, 2020). 
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Figure 7 : La nature des signaux d’activation et de leur PRR définit la réponse immunitaire 

induite par les DC. Les cadres de couleur définissent la polarisation des grandes familles de 

lymphocytes T (Th1/2/17/fh) et Treg. Au milieu sont représentés les DC avec à leur droite la 

nature des signaux qu’elles produisent pour polariser les réponses T. Sur leur gauche sont 

définis la nature des pathogènes et les récepteurs capables de les détecter. Figure adaptée de 

(Hilligan and Ronchese, 2020) 

 

 

2.1. Organisation générale de la migration des pré-DC et DC 

La fonction des DC est dépendante de la migration à bien des égards (Worbs, 

Hammerschmidt and Förster, 2017). En effet, ce processus détermine la capacité de 

leurs précurseurs à sortir de la moelle osseuse et à pénétrer les tissus par la 
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transmigration endothéliale. Leur entrée dans les ganglions lymphatiques (GL) se fait 

aussi par le sang (pré-cDC / pDC), via des veinules spécialisées, les High endothelial 

venules (HEV). Une fois différenciées, les DC doivent pouvoir patrouiller les tissus mais 

aussi capturer les antigènes. Suite à leur activation, les DC changent de régime de 

migration pour quitter le tissu et rejoindre les GL. Sur leur route, ces cellules passent 

d’un tissu aux vaisseaux lymphatiques via des cellules endothéliales lymphatiques 

(LEC). Leur migration dans les vaisseaux lymphatiques semble guidée par les flux de 

lymphe. Arrivées aux GL, les DC doivent s’arrêter au niveau du sinus sous capsulaire et 

migrer, via les LEC, pour rejoindre les zones riches en LT et LB. Finalement, les DC 

doivent reprendre une migration intra-tissulaire en direction des LT /B pour 

promouvoir les réponses immunitaires. Il est à rajouter qu’un contexte inflammatoire 

va profondément moduler la microarchitecture des GL et de ce fait la migration des 

DC. Comme nous le disions, la migration des DC aux GL est dépendante de leur 

maturation et de l’engagement du récepteur CCR7, mais peut aussi être contrôlée par 

l’engagement d’autres récepteurs.  

Pour parler de la migration des DC, abordons premièrement leur « mode » de 

migration, comment se déplacent les DC.  

 

2.1.1. Cellules mésenchymateuses et amoeboïdes. 

La migration mésenchymateuse, ou adhérente, repose sur le contact avec des points 

d’ancrage (e.g. intégrines, fibronectines) et exige que la cellule réorganise son 

cytosquelette pour évoluer d’un point à un autre. Cette réorganisation, ancrée en 

plusieurs points fixes, donne aux cellules un aspect rigide caractéristique de la 

migration mésenchymateuse (Bear and Haugh, 2014). Une migration lente est alors 

organisée de points fixes en points fixes que des prolongements membranaires (e.g. 

Podosomes) ne cessent de rejoindre. De ces points fixes se développent des forces de 

traction permettant aux cellules d’orienter leur progression. En outre, des 

métalloprotéases sont exprimées dans les podosomes et permettent aux cellules de 

lyser les constituants de la matrice extracellulaire. D’autres cellules ont cependant 
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démontré une capacité à migrer sans contact avec la matrice. Ces cellules de forme 

plutôt arrondie sont dites amoeboïdes en référence aux amibes (Lämmermann and 

Sixt, 2009). Elles utilisent un transport rétrograde d’actine constant (de l’avant vers 

l’arrière) pour se mouvoir. Elles mettent en place un uropode ultra contractile à l’arrière 

de la cellule. C’est la contraction / détente de cette structure qui créé le flux d’actine. 

Les cellules amoeboïdes utilisent des forces de friction pour transformer leur 

mouvements internes en migration (Figure 11C). L’expérience, principalement in vitro, 

montre que des cellules mésenchymateuses sont parfois capables de se mouvoir sans 

adhérer aux surfaces (Liu et al., 2015), l’inverse étant vrai pour les cellules amoeboïdes 

(Lämmermann et al., 2008). Ainsi donc les cellules seraient capables de mettre en place 

les différents modes de migration. Une question se pose alors, comment s’organise la 

migration des DC selon leur état de maturation ?  

 

2.1.2. Les régimes de migration des DC en fonction de leur état d’activation 

 

2.1.2.1. Patrouille et macropinocytose, une prérogative des DC 

immatures. 

A l’état immature, les DC sont connues pour leur capacité à capturer des antigènes. 

Elles utilisent plusieurs mécanismes de capture antigéniques. Les DC peuvent mettre 

en place la phagocytose et l’endocytose médiée par des récepteurs, mais aussi un 

processus de capture antigénique indépendant de récepteurs à savoir la 

macropinocytose. Celle-ci est initiée par l’extension de digitations membranaires selon 

des processus dépendant de l’actine (Schlam and Canton, 2017). La macropinocytose 

des DC et des macrophages est constitutive, contrairement aux autres types cellulaires 

(Bohdanowicz et al., 2013). Cela viendrait du fait que ces cellules possèdent des niveaux 

élevés d’acides phosphatidiques dans leur membrane. Les DC immatures possèdent 

donc d’importantes capacité de captures antigénique et une macropinocytose 

constitutive, en association avec l’expression de ChR leur permettant d’être recruté et 

de se mouvoir dans les tissus. Alors comment la capture antigénique s’articule-t-elle 

avec la migration ? Des études menées, in vitro, dans des systèmes de migration à deux 
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dimensions (des micro-canaux empêchant la cellule de se mouvoir autrement que 

d’avant en arrière), montrent que ces cellules alternent des phases de protrusion 

membranaire associées à de la macropinocytose avec des phases de rétractation 

associées à une augmentation de la vitesse de migration (Vargas, Chabaud, et al., 2016) 

(Figure 11 A). Les DC ne semblent pas pouvoir « manger en marchant ». La migration 

des DC immatures, très mobiles dans les tissus (Ng et al., 2008; Lelouard et al., 2012; 

Farache et al., 2013), n’est pas orientée, mais plutôt de type chimio-kinétique. En outre 

leur migration semble amoeboïde, car l’inhibition de leur capacité à fixer les intégrines, 

protéines présentes en nombre dans la matrice extracellulaire (MEC), n’empêche pas 

leur mobilité (Lämmermann et al., 2008). Finalement, lors de l’activation, les DC perdent 

progressivement leur capacité de macropinocytose (Granucci et al., 1999; West et al., 

2004; Watts, West and Zaru, 2010; Chabaud et al., 2015) de manière concomitante à 

l’acquisition d’un phénotype mature. Nous aborderons la migration des DC matures 

dans le paragraphe suivant. 

 

2.1.2.2. Migration rapide orientée, le régime de migration des DC 

activées  

Les DC activées sont capables de migrer en direction des GL de manière chimio-

taxique. L’inhibition de la macropinocytose et l’acquisition de l’expression de CCR7, en 

association avec d’autres signaux synergistes, favorisent cette chimiotaxie. Là encore, 

cette migration orientée est amoeboïde. Cependant il est possible qu’elle soit modulée 

par la nature des signaux de maturation. En effet, la maturation des DC par le LPS, 

ligand du TLR4 favorise une migration amoeboïde, alors qu’une stimulation via le TLR2 

induit une migration adhérente (Cougoule et al., 2018). Ces différences de mode 

migratoire sont imputées à la capacité des DC de former ou non des podosomes. La 

migration orientée des DC matures est donc de nature amoeboïde et chimio-taxique.  
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Dans une seconde partie, nous aborderons les mécanismes orientant et régulant la 

migration dans les DC en définissant leur lien au cytosquelette d’actine. Nous 

établirons ensuite leur lien avec la régulation calcique.  

 

2.2. L’orientation de la migration des DC 

Plusieurs signaux agissent sur le guidage des DC sur de longues distances. Les signaux 

chimiokiniques, reconnus par les chimiorécepteurs (ChR), distribués de manière 

homogène induisent un mouvement dit de chimio-kinésie (mouvement non orienté). 

Lorsqu’ils forment des gradients de concentration en phase soluble, ils sont capables 

d’induire une migration orientée vers les zones de plus forte concentration : la chimio-

taxie (Murphy, 2012). La migration envers des chimiokines fixées sur un support est 

dite « hapto-taxique ». Ce mode de migration est définit par (Worbs, Hammerschmidt 

and Förster, 2017) comme une migration directionnelle prolongée le long de chimio-

attractants immobilisés sur des cellules ou à la surface d’éléments de la MEC. Dans 

certains cas, les DC vont se servir des propriétés physiques du tissus (pression, dureté, 

topologie, porosité) (Bear and Haugh, 2014; Moreau, Piel, et al., 2018) comme 

déterminants de guidage. Cependant tous les types cellulaires ne sont pas aussi 

efficaces dans l’utilisation de ces différents modes de migration, comme nous le 

verrons dans le chapitre suivant. Nous allons détailler dans cette partie comment sont 

établis et décodés les signaux de guidage chimiokinique. 

 

2.2.1. Chimiokines et Récepteurs aux chimiokines  

Les chimiokines sont de petites molécules classifiées selon des séquences conservées. 

On retrouve 4 grandes familles : CC, CXC, XC et CX3C (Bachelerie et al., 2014) (Figure 

8). Ces chimiokines sont détectées par des ChR à sept domaines transmembranaires 

signalant via les petites protéines G (GPCR). La signalisation via les ChR, abordée en 

détails dans la partie « importance du calcium », contrôle l’adhésion, la survie, la 

prolifération, la migration et bien d’autres fonctions dans les DC (Thelen and Stein, 
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2008; Tiberio et al., 2018). La régulation des chimiokines et des ChR est centrale dans 

les processus de chimiotaxie et de grands axes de régulation sont décrits.  

 

2.2.2. Modulation de l’expression et de la signalisation des ChR. 

L’expression des ChR est régulée dans les DC selon leur état de maturation. Les DC 

immatures expriment un grand nombre de ChR pouvant moduler leur migration, à 

savoir CCR1/2/5/6, CXCR1/2/4 (Randolph, Ochando and Partida-Sánchez, 2008) (Figure 

8 & 10). Lorsqu’elles maturent, les DC expriment le récepteur CCR7 dont les ligands 

sont CCL21 et CCL19, deux chimiokines essentielles à la migration vers les GL. Les ChR 

peuvent être directement modulés de sorte à ce que leur capacité à induire la 

chimiotaxie soient inhibées ou augmentées. La modulation de la signalisation des ChR 

passe par deux processus principalement.  

Premièrement, les récepteurs peuvent s’hétéro ou s’homo-oligomériser (Figure 10) 

(Stephens and Handel, 2013). CCR7 par exemple, dans un contexte inflammatoire et en 

présence de prostaglandine E2 (PGE2) s’oligomèrise et induit une signalisation forte 

favorisant la chimiotaxie envers CCL21 (Hauser et al., 2016). Deuxièmement, CCR7 peut 

voir sa signalisation modulée et biaisée vers le recrutement de ßarrestines, protéines 

conduisant à son internalisation. Ce phénomène est particulièrement décrit lors de la 

liaison de CCL19 à CCR7 (Otero, Groettrup and Legler, 2006). CCL19 promeut 

l’internalisation de CCR7 via notamment les G-protein coupled Kinases (GRK) 3 et 6 

(Schwarz et al., 2017). Mais cette internalisation est importante pour la chimiotaxie. En 

effet, la liaison de CCL19 n’induit pas une désensibilisation du récepteur, c‘est à dire 

une perte de fonction. CCR7 n’est pas recyclé aux endolysosomes mais dans le réseau 

trans-golgien, où il rejoint un stock de CCR7 néo-synthétisé présent dans cet organite 

dans les DC matures. Cette internalisation facilite une signalisation via les protéines 

SRC / VAV / Rac (Laufer et al., 2019) qui conduit au recyclage de CCR7 à la membrane 

plasmique en association avec le cytosquelette d’actine, induisant la formation de 

lamellipodes, structures importantes pour la chimiotaxie des DC activées. Certains 

récepteurs en revanche sont désensibilisés lors de leur internalisation, via leur 
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dégradation dans les endolysosomes. C’est le cas de CXCR4 par exemple (Marchese 

and Benovic, 2001). A ce titre, des mutations de CXCR4 ont été décrites, qui inhibent 

sa capacité à être désensibilisé après fixation de CXCL12. Ces mutations gain de 

fonction sont retrouvées chez les patients atteints du syndrome WHIM (Hernandez et 

al., 2003; Balabanian et al., 2005; Alapi et al., 2007; Siedlar et al., 2008) et perturbent 

notamment la compartimentalisation des cellules immunitaires. Nous avons donc vu 

que l’expression et la signalisation des ChR peut être modulée. Cependant, comment 

les gradients de chimiokines sont-ils établis pour induire la chimio-taxie?  

 

2.2.3. Les récepteurs de chimiokine atypiques : création des gradients . 

Les ChR atypiques n’induisent pas de signalisation dépendante des protéines G, 

contrairement aux ChR classiques (Bachelerie et al., 2014) (Figure 8). Ces récepteurs 

peuvent être considérés comme des pièges à chimiokines. Ils les capturent et les 

adressent aux voies de dégradation, tout en recyclant en permanence aux endosomes. 

Ces récepteurs piègent localement les chimiokines et contribuent à établir des 

gradients. Pour la chimiotaxie des DC de la peau aux GL, on peut citer trois exemples 

de récepteurs particulièrement importants. Le récepteur ACKR2 est exprimé à la surface 

des LEC. Il a pour rôle de diminuer la concentration de chimiokines « non CCL21 » de 

la périphérie des LEC pour faciliter l’arrêt des DC matures et éviter la fixation des DC 

immatures. La délétion de ce récepteur induit le recrutement des DC immatures sur les 

LEC au détriment des DC matures (McKimmie et al., 2013). Or, l’arrêt des DC matures 

sur les LEC est essentiel à leur migration aux GL car c’est là que s ‘engagent des contacts 

forts induisant leur transmigration vers les canaux lymphatiques (Vaahtomeri et al., 

2017). Le récepteur ACKR4 est exprimé sur le « toit » mais pas le « plancher » du sinus 

sous capsulaire dans les GL. Sa fonction de piégeage permet de créer le gradient de 

CCL19/21 favorisant l’entrée des DC dans les GL (Ulvmar et al., 2014) (Figure 8). Enfin,  

le récepteur ACKR3 est capable de fixer la chimiokine CXCL12 avec une affinité dix fois 

supérieure à celle de CXCR4, (Balabanian et al., 2005), qui pourrait induire une 

compétition locale pour cette chimiokine. 
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Figure 8 : Chimiokines et chimiorécepteurs et leurs rôles dans la migration des DC. Cette figure 

représente les différents ChR auxquels sont associés les chimiokines qu’ils fixent. Sur la droite 

sont figurés les types de migration pour lesquels ils sont essentiels dans les DC. MO : Moelle 

osseuse ; transmigration : passage de la paroi des vaisseaux lymphatiques ; PP : migration aux 

plaques de Peyer. Les annotations proviennent de Tiberio et al et la Figure de Bachelerie et al. 

(Bachelerie et al., 2014; Tiberio et al., 2018) 

 

2.2.4. Régulation des chimiokines  

Finalement, les chimiokines elles-mêmes sont régulées. CXCL12 et CCL21 sont des 

chimiokines secrétées avec une queue C-terminale leur permettant de se fixer sur la 

matrice extracellulaire. On considère que les gradients de chimiokines non solubles 

résistent bien mieux au stress mécanique que les gradients solubles et que CXCL12 et 
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CCL21 sont fixées à la MEC in vivo (Shute, 2011; Tal et al., 2011; Weber et al., 2013). 

Pour CCL21, cette queue provoque son auto-inhibition, et la présence d’acide polysialic 

sur CCR7 est nécessaire à la levée d’inhibition (Kiermaier et al., 2016). De plus les DC 

activées ont la capacité d’exprimer des protéases clivant la queue C-terminale de 

CCL21, devenant soluble. La capacité de CCL21 à induire une signalisation via CCR7 se 

modifie alors drastiquement (Schumann et al., 2010) (Figure 10). CCL21 clivée est bien 

plus apte que CCL21 non clivée à induire la chimiotaxie des DC. Sa fixation n’induit pas 

le recrutement des ßarrestines à la différence de CCL21 non clivée et de CCL19 (Hjortø 

et al., 2016)(figure 9). En outre CCL21 non clivée induit une chimio-hapto-taxie, qui 

nécessite donc l’adhérence des DC au substrat (Schwarz et al., 2017), contrairement à 

CCL21 clivée qui induit une chimiotaxie (Schumann et al., 2010; Crijns, Vanheule and 

Proost, 2020). Certaines protéines sont aussi capables d’inhiber la fixation des 

chimiokines sur la MEC en interagissant physiquement avec elles, réduisant la 

chimiotaxie des DC. C’est le cas de TSG-6 vis-à-vis de CCL21 (Dyer et al., 2016) mais 

aussi des protéines virales A41 vis-à-vis de CCL21 ou E163 vis-à-vis de CXCL12 & CCL21 

(Crijns, Vanheule and Proost, 2020).  

D’autres formes de régulation sont à noter. Certaines chimiokines peuvent se dimériser, 

c’est le cas par exemple de CXCL12. La formation de ces dimères faciliterait la formation 

de gradients en évitant la diffusion de cette chimiokine (Stephens and Handel, 2013). 

Les monomères et dimères de CXCL12 ont des fonctions communes (activation des 

MAPK) mais certains travaux suggèrent des différences, car seul CXCL12 monomère 

permet la chimiotaxie et le recrutement des ßarrestines (Luo et al., 2017).  

En outre, la production des chimiokines est elle aussi régulée. CCL21 est produite, entre 

autres, par les LEC. Elle est stockée dans des vésicules sous membranaires et est 

secrétée localement lors des contacts établis avec les DC (Vaahtomeri et al., 2017). Ces 

points locaux de relargage permettent la migration des DC au travers des 

endothéliums. C’est un aspect « adhérant » de la migration des DC activées, pourtant 

considérées comme non adhérentes à la matrice extracellulaire. CCL21 est aussi 
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sécrétée et se fixe sur la matrice extracellulaire à proximité des LEC (Tal et al., 2011). 

Son expression est induite au cours de l’inflammation au même titre que CXCL12 

(Kabashima et al., 2007) et CX3CL1 (Johnson and Jackson, 2013).  

Certaines chimiokines induisent des signaux qui synergisent avec la signalisation via 

CCR7. C’est le cas par exemple de CXCL12 et CX3CL1. En outre, pour les pDC ont été 

décrites des synergies entre CXCR3 et CXCR4 (Krug et al., 2002), mais aussi entre CXCR4 

et CCR7 dans la rate (Umemoto et al., 2012). De même, la signalisation via les ChR 

synergise avec des médiateurs lipidiques tels que le PAF, la PGE2, l’acide arachidonique 

(Sadik and Luster, 2012; Tiberio et al., 2018) et LTß4 (Del Prete et al., 2007) pour 

favoriser la chimiotaxie des DC, notamment leur passage de l’endothélium 

lymphatique.  

Finalement, des boucles de signalisation paracrines ont été décrites pour l’induction 

de synergie avec CCR7. C’est le cas par exemple de la production de CCL17, ou CCL19 

par les DC matures (Stutte et al., 2010).  

 

Figure 9 : Les ligands de CCR7 et leurs effets sur la signalisation. Les ligands de CCR7 n’ont 

pas le même effet sur la signalisation de ce ChR. On parle de « biais » de signalisation. La 

fixation de CCL19 induit une signalisation forte dans les DC, une activation forte des petites 

protéines G couplées au ChR, un recrutement des ßarrestine et une internalisation. Cette 

internalisation aboutit à un recyclage de CCR7 à la membrane plasmique et à la mise en place 

efficace de la chimiotaxie. CCL21 avec sa queue C-terminale se fixe dans la MEC. Cette 

chimiokine induit une chimio-hapto-taxie assez peu efficace. CCL21 clivée partage la capacité 

de CCL19 pour induire la chimiotaxie. Figure issue de (Jørgensen, Rosenkilde and Hjortø, 2018).  
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Figure 10 : Régulation des chimiokines et chimiorécepteurs. Les DC immatures migrent dans 

les tissus et expriment de nombreux ChR. Leur maturation induit leur reprogrammation 

fonctionnelle. Elles sont alors capables de cliver la queue C-terminale de CCL21 augmentant 

ainsi leur capacité de chimiotaxie envers les LEC. De plus, elles secrètent des chimiokines, et 

d’autres molécules, dont la fixation à leur récepteur induit une signalisation en synergie avec 

celle de CCR7. Ces synergies sont complétées par des facteurs locaux, notamment lipidiques. 

Finalement CCR7 oligomérisé détecte les gradients de CCL21 et CCL19 maintenus dans les 

tissus, et la capsule des GL, par la fonction des ChR atypiques. Inspirée de (Tiberio et al., 2018) 
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Figure 11 : Les régimes de migration des DC immatures et matures. A) Les DC immatures dans 

les tissus présentent une migration alternant des phases de capture antigénique associées à 

une vitesse lente et des phases de migration rapide sans capture antigénique. Dans la cellule 

sont retrouvés plusieurs structures. A l’avant, les macropinosomes (Mac) se chargent de liquide. 

Leur concentration en antigènes est similaire à celle du milieu. Orientés vers l’arrière lors des 

rétractations de la membrane à l’avant, ces endosomes maturent et fusionnent avec des 

lysosomes (Lyso) augmentant la concentration antigénique. En effet, la fusion de plusieurs 
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macropinosomes au sein d’une même vésicule augmente localement la concentration des 

antigènes. B) Les DC dans les tissus adoptent deux modes de migration selon leur état de 

maturation. Les DC immatures migrent de manière non orientée selon les contraintes physico-

chimiques de leur milieu. L’alternance entre macropinocytose et migration rapide est 

représentée plus en détails en A). Les DC matures migrent de manière soutenue et rapide en 

direction des gradients de chimiokines (ici CCL21) vers les GL. C) Représentation schématique 

de la migration non adhérente des DC. La contraction de l’uropode à l’arrière génère, via la 

myosine II A, une force. La relaxation de cette tension génère une énergie cinétique entrainant 

le cytosol de la cellule vers l’avant. Les forces de friction aident à transmettre cette énergie et 

sont essentielles à la migration en milieu confiné. Le [ ] représente une concentration. A, B) 

adapté de (Bretou et al., 2016). C) adapté de (Chugh and Paluch, 2018) 

 

 

2.3. Rôle et régulation de la polymérisation d’actine 

Du fait de sa nature extrêmement malléable, contractile et dynamique, l’actine est à la 

base de la motricité des DC. C’est le contrôle fin de sa nucléation qui permet aux DC 

de moduler leurs capacités migratoires. Les DC sont des cellules dont la forme change, 

mais dont la symétrie et la polarisation sont fortement contrôlées. La polarité des DC 

est maintenue via la formation de deux stocks d’actine, un à l’avant, retrouvé 

principalement dans les DC immatures, et un à l’arrière, retrouvé avant et après 

maturation des DC (Vargas, Maiuri, et al., 2016). Le stock à l’avant, responsable de la 

formation de vésicules de capture antigénique telles que les macropinosomes et les 

phagosomes, est composé d’actine dont les filaments sont organisés en réseaux 

« branchés ». Cette organisation est médiée par l’action de Arp2/3, elle-même activée 

par la Rho-GTPase CDC42 et par WAVE et associée à la Myosine II A, un moteur 

moléculaire générant des forces de traction (Figure 12). Finalement, la taline permet de 

connecter les filaments d’actine aux protéines membranaire telles que les intégrines 

pour transmettre les forces de traction (Sun, Guo and Fässler, 2016). La dissociation des 

filaments rend disponible l’actine monomérique qui est transportée vers l’arrière de la 

cellule.  

A l’arrière, le second stock d’actine est composé de filaments d’actine parallèles (Figure 

12). Associé avec la Myosine II A, ce stock d’actine est connu pour former des structures 

hyper contractiles (uropodes, Figure 11C) associées avec la migration rapide (Cramer, 
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2010). Ce phénomène a pour conséquence d’induire l’afflux d’actine monomérique 

mais aussi de Myosine II A vers l’arrière de la cellule. La nucléation des filaments long 

d’actine est médiée par la formine mDia1, activée par RhoA (Figure 12) (Vargas, Maiuri, 

et al., 2016).  Fonctionnellement, le stock arrière aide à propulser le cytoplasme des DC 

vers des zones pour lesquelles aucune structure cellulaire organisée n’est orientée 

(Bear and Haugh, 2014). Dans des environnements confinés, les frictions permettront 

d’induire la migration.  

Ainsi, la polymérisation des réseaux d’actine permet de répondre aux gradients de 

chimiokines et de contrôler la vitesse de migration. Voyons plus en avant les acteurs 

régulant ces stocks d’actine. 

2.3.1.1. Arp2/3 : branchements 

Arp2/3 forme, avec d’autres acteurs, un complexe protéique dont la fonction est de 

promouvoir la nucléation des filaments d’actine à partir de filaments préexistant, d’où 

le développement de filaments de type branchés (Figure 12) (Vicente-Manzanares et 

al., 2009). Arp2/3 est connu pour se localiser à l’avant de la cellule et sa délétion rend 

la migration des DC immatures plus persistante, donc plus rapide (Vargas, Maiuri, et 

al., 2016). La délétion de WAVE donne les mêmes résultats (Leithner et al., 2016). Arp2/3 

est donc un complexe essentiel pour la locomotion dépendante des molécules fixées 

sur la MEC ainsi que la capture antigénique, mais pas pour la migration orientée rapide 

(Rotty et al., 2017). En outre, Arp2/3 et capable de se relocaliser au niveau du noyau 

(Thiam et al., 2016). Cette localisation autorise une compression de la forme du noyau, 

permettant à la cellule de se mouvoir dans des environnements très confinés.  

 

2.3.1.2. Formines 

Les formines sont des protéines capables de promouvoir la nucléation de filaments 

d’actine à partir monomères. Leurs fonctions sont dépendantes de la cofiline dont le 

rôle est de stabiliser les filaments nouvellement produits. Parmi les 15 isoformes de 

formines, certains ont préférentiellement été associés avec la nucléation d’actine 
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nécessaire in vivo pour développer les filopodes. Les filopodes sont des digitations 

produites par la cellule, qui pourraient servir, dans le cadre de la migration non 

adhérente, à amplifier les frottements avec le milieu. Parmi ces protéines, la Drosophila 

gene Diaphanous 1 (mDia1) est la plus étudiée dans les cellules immunitaires. Située à 

l’arrière de la cellule, mDia 1 contrôle la nucléation parallèle des filaments permettant 

la mise en place d’une migration rapide. Avec la Rho-associated protein kinase (ROCK), 

mDia1 est l’un des deux effecteurs majeurs médian les effets de Rho dans la cellule. 

L’inhibition de Rho inhibe l’adhésion et la chimiotaxie des cellules (Allen et al., 1998; 

Nobes and Hall, 1999). En accord avec ces observations, la délétion de mDia1 dans les 

LT diminue leur capacité à migrer envers CXCL12 et CCL21 (Eisenmann et al., 2007; 

Sakata et al., 2007).  

 

2.3.1.3. Myosine II A : moteur moléculaire  

La myosine II A, est une super structure protéique dont le rôle est de fixer les filaments 

d’actine. Parmi les trois isoformes de non-muscle myosin II exprimés chez les 

mammifères, l’isoforme II A est la plus exprimée dans les cellules immunitaires 

(Maravillas-Montero and Santos-Argumedo, 2012). Une fois fixée, via l’hydrolyse d’ATP, 

elle est capable d’appliquer une force de tension dans les filaments. A l’arrière de la 

cellule, elle participe au développement des forces de propulsion et à la création du 

flux rétrograde d’actine. La mise en tension du cortex arrière d’actine conduit la cellule 

à migrer vite et à changer peu de direction (Maiuri et al., 2015). A l’avant de la cellule, 

la myosine II s’associe aux contours des phagosomes et des macropinosomes. Elle 

permet leur formation et leur fermeture. Structurellement, la myosine II, fonctionne en 

hétéro-hexamères. Classiquement deux chaines lourdes s’associent. Chaque chaines 

lourde est composée d’une tête (la non-muscle Myosin II A (NM IIA)), d’un cou 

composé de deux protéines, l’essential light chain (ELC) et la protéine régulatrice MLC 

et d’une queue dite coil-coil (Vicente-Manzanares et al., 2009; Barger, Gauthier and 

Krendel, 2020). Chaque chaîne est retrouvée sous deux formes, une forme inactive 
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repliée sur elle-même et une forme activée à la suite de la phosphorylation des 

protéines MLC. De nombreuses kinases, telles que les myosin light chain kinase (MLCK), 

sont capables de phosphoryler les MLC. Les MLCK sont, entre autres, activées par la 

calmoduline, dépendante des concentrations calciques dans le cytosol. Pour finir, les 

chaînes activées s’associent en formant des structures bipolaires. Cette association 

permet, lorsque les chaînes lient l’actine, de faire glisser les filaments les uns par 

rapport aux autres. La blebbistatine inhibe l’activité ATPase de la myosine II et son 

utilisation permet d’inhiber la capacité des phagocytes à capturer les antigènes et de 

réduire leur migration en association avec l’inhibition de Arp2/3 (Rotty et al., 2017). 

 

2.3.1.4. Modulation de la localisation de la myosine II A 

Deux processus s’opposent donc dans les DC immatures. Dans ces cellules, l’inhibition 

locale de la myosine II A à l’avant de la cellule suffit à augmenter la vitesse de migration 

des DC immatures (Chabaud et al., 2015). Ceci donne à penser que l’actine est nucléée 

à l’avant de la cellule, mais qu’il suffit que ce mécanisme soit inhibé pour permettre la 

nucléation d’actine à l’arrière. Mais alors, comment la myosine II A dans les DC 

immatures est-elle détournée vers l’avant des DC ? Un élément de réponse réside peut-

être dans son interaction avec CD74 (Ii) (Faure-André et al., 2008), une protéine 

chaperonne qui stabilise les molécules de CMH II néo synthétisé lors de son adressage 

dans les endosomes. En effet, in vivo, la délétion de CD74 (Iiko) dans les DC augmente 

leur migration aux GL au cours d’inflammation aigue. A l’homéostasie, les DC Iiko sont 

présentes en nombre similaire aux DC WT dans les GL, mais elles ont un phénotype 

plus activé que les WT. En outre, cette étude s’intéresse aussi à la cathepsine S (CatSko), 

une enzyme dont la fonction est de cliver Ii, donc d’en réduire la quantité dans les 

endosomes. La délétion de CatS réduit la migration des DC in vivo et leur chimiotaxie 

en chambre de transwell. Il est intéressant de noter que la migration en chambre de 

transwell n’est réduite que lorsque les puits sont tapissés de collagène. Cela laisse 

penser que l’impact de Ii sur la migration des DC passe par l’augmentation des 
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capacités de migration chimio-hapto-taxique. Finalement, les DC Iiko ont une 

exploration, mais pas une vitesse, significativement réduite in vivo lors de l’exploration 

des tissus (Moreau, Blanch-Mercader, et al., 2018).  

 

 

 

Figure 12 : Compétition pour l’actine monomérique via les petites protéines G. De gauche à 

droite. Les formines (mDia1) génèrent à l’arrière de la cellule une nucléation d’actine de-novo. 

Ces filaments parallèles associés à la contraction induite par la Myosine II A établissent un flux 

constant d’actine monomérique et de myosine II A vers l’arrière. A l’avant, Arp2/3 régulé par 

CDC42 et WAVE promeut la nucléation d’actine à partir de filaments mère formant un réseau 

branché. La tension appliquée dans ces réseaux entraine la formation et la fermeture des 

vésicules d’endocytose. C’est la dépolymérisation de ce réseau qui fournit l’actine 

monomérique à l’arrière. Le réseau arrière promeut la migration rapide et favorise la 

chimiotaxie, le réseau avant favorise la capture antigénique et l’haptotaxie. Figure inspirée de 

(Vargas, Maiuri, et al., 2016) 

 

Nous avons donc vu en parallèle quels sont les facteurs importants pour la chimiotaxie 

des DC et la régulation du cytosquelette d’actine et la création des forces permettant 

aux DC de se propulser. Dans le chapitre suivant nous verrons plus spécifiquement la 

signalisation induite dans les DC en réponse à l’engagement de CCR7 et CXCR4 par 
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leurs chimiokines. Nous allons voir en quoi ces mécanismes sont dépendant de la 

signalisation calcique. 

3. Importance du calcium pour la migration des DC et mécanismes associés 

 

3.1. Signalisation via les ChR   

Le calcium est un des seconds messagers impliqués dans la transduction du signal en 

aval des récepteurs de chimiokines. Pour comprendre les mécanismes qui y sont 

associés, décryptons d’abord la signalisation associée aux GPCR. Les protéines G 

associées aux GPCR forment un complexe hétérotrimérique composé des sous unités 

. Leur activation correspond à trois états fonctionnels du GPCR. Lorsque non fixé 

par son ligand, le récepteur est inactif. Il est lié avec les protéines G -, la sous unité 

 étant associée avec un GDP (Schwartz et al., 2006). La fixation de la chimiokine induit 

une modification de la conformation et permet à une Guanine nucleotide exchange 

factor (GEF) d’échanger le GDP pour un GTP (récepteur à l’état intermédiaire). 

Finalement, la sous unité -GTP et les sous unités  se dissocient du récepteur 

(Récepteur actif).  restent associées entre elles (O’Hayre et al., 2008). Il existe 4 classes 

majeures de protéine G dites protéines Gs, Gi Gq-11 et G12-13 (Figure 13), qui 

présentent  des fonctions  distinctes (Wu, 2005).  

 

 

 

 



 56 

 

Figure 13 : Intégration du signal des GPCR via les différentes protéines G associées. En haut, 

représentation schématique d’un GPCR. Fixées sur la seconde boucle cytoplasmique de ce 

GPRC, les sous unités - de la protéine G associée. On différencie 4 grandes familles de 

protéines G associées aux GPCR. Les noms et fonctions principales associées aux différentes 

familles sont représenté en bas. Une flèche verte vers le haut représente une augmentation, 

une flèche rouge vers le bas une diminution. Les sous unités Gq-11 et G12-13 activent Rho. 

Figure originale. 

 

Fonctionnellement, les protéines Gs stimulent la production d’AMP cyclique (AMPc) 

par l’adenylate cyclase. Par suite, l’AMPc active la protéine kinase A (PKA). La PKA est 

associée au relargage de Ca2+ depuis le réticulum sarcoplasmique dans le muscle. Les 

protéines Gi, elles, inhibent l’adenylate cyclase. Elles activent en outre la protéine 

kinase C PKC, la PI3K et Akt. Les protéines Gq promeuvent la formation de l’inositol-

1,4,5-triphosphate (IP3) et du diacylglycerol (DAG). Cela a pour conséquence d’induire 

une augmentation majeure du calcium cytosolique. Les protéines G12 activent RhoA 

et impactent ainsi directement la migration (Liu and Shi, 2014). Dans le système 

immunitaire, l’association des ChR se fait majoritairement avec les Gi, q et 12 (Thelen 

and Stein, 2008). L’association avec les Gq dans les DC est particulièrement étudiée 

pour CCR7 et CXCR4 (Shi et al., 2007). 
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3.1.1. L’exemple de CCR7 

Nous nous intéresserons ici à décrypter les voies de signalisation activées en aval de la 

fixation de CCL21/CCL19 à leur récepteur CCR7. Dans l’ensemble sont décrits trois 

grands effets de la signalisation via CCR7 : la survie, la chimiotaxie et la mobilisation du 

cytosquelette d’actine. La régulation de ces processus repose sur trois modules de 

signalisation fortement indépendants (Rodríguez-Fernández and Criado-García, 2020) : 

la voie PI3K / Akt (survie et chimiotaxie), la voie des MAPK (chimiotaxie) et la voie 

RhoA/src/pyk2 (vitesse de migration).  

Suite à l’activation du ChR, l’unité  des protéines Gi induit une signalisation 

aboutissant à la phosphorylation de la PI3K (Figure 14). Les DC matures placées dans 

un milieu de culture dépourvu de sérum meurent rapidement, l’ajout de CCL19 et 

CCL21 diminuent l’apoptose de ces DC, et l’inhibition de la voie PI3K annule les effets 

de ces chimiokines sur l’apoptose. La voie de la PI3K induit l’activation de la protéine 

Akt. En retour, Akt inhibe les protéines pro-apoptotiques GSK3ß et FOXO3. Cela 

favorise la survie des DC de deux manières. Premièrement, cela stoppe l’induction de 

Bim, protéine pro apoptotique de la famille de BCL2. Deuxièmement, l’inhibition de 

GSK3ß permet la translocation nucléaire de NFkB, et la transcription de gènes anti-

apoptotiques (BCLXL) (Escribano, Delgado-Martín and Rodríguez-Fernández, 2009). En 

parallèle, Akt favorise la traduction de mTORC1, protecteur contre l’apoptose, en 

induisant l’inhibition de eIF-4E. Les différents isoformes d’Akt semblent impacter 

différemment les DC. Akt1 serait impliqué dans la survie des DC (Park et al., 2006; 

Escribano, Delgado-Martín and Rodríguez-Fernández, 2009) et Akt2 dans la 

chimiotaxie (Bhandaru et al., 2012; Yang et al., 2014). A ce titre, la délétion de la PI3K 

réduit la survie des DC traitées par CCL19 ou 21, mais réduit aussi leur chimiotaxie, 

dans une moindre mesure. Cependant, malgré ses off-targets nombreux, le Y294002, 

inhibiteur de la PI3K (Arrowsmith et al., 2015) n’inhibe pas compétemment la migration 

des DC envers CCL19. L’inhibition de la PI3K inhibe aussi fortement la macropinocytose 

des DC (Canton et al., 2016; Doodnauth, Grinstein and Maxson, 2019).  



 58 

Dans ces études, (Sanchez-Sanchez et al., 2004; Riol-Blanco et al., 2005) les auteurs 

décrivent finement un deuxième axe dépendant des Gi. Cet axe est dépendant des 

MAPK p38/ERK (nécessaires toutes les deux) et induit la phosphorylation activatrice de 

JNK, favorisant la chimiotaxie. Il est à noter que CCL21 non clivée est plus efficace pour 

induire l’activation de ERK1/2 que CCL19. En outre CCL21 clivée ressemble à CCL19 

quant à ses effets sur la migration des DC, mais ressemble à CCL21 non clivée pour 

l’activation de ERK.  

Finalement, CCR7 signalerait aussi selon une modalité Gi indépendante (non sensible 

à la toxine pertussique), probablement via les G12, et régulerait la vitesse de 

migration des DC en activant RhoA, Pyk2 (López-Cotarelo et al., 2015) et la cofiline 

(Riol-Blanco et al., 2005; Rodríguez-Fernández and Criado-García, 2020) (Figure 14). Shi 

et collaborateurs (Shi et al., 2007) ont identifiés dans les DC et les neutrophiles, un 

mode de signalisation de CCR7 et CXCR4 fonctionnellement lié à la régulation de 

l’expression de CD38 et impactant la chimiotaxie. Cet axe est dépendant des protéines 

Gq. Ces résultats sont en contradiction avec des études menées dans des cellules HEK, 

démontrant une signalisation de CCR7 via les Gi et Go, mais pas les Gq (Corbisier 

et al., 2015). 

 

3.1.2. Intégration du signal chimiokinique, lien avec le Ca2+ 

Un aspect important de la signalisation chimiokinique est son lien direct avec la 

régulation des flux calciques. En plus de la relation directe possible des sous-unité  

avec les canaux calciques membranaires (Khan et al., 2013), la signalisation calcique 

déclenchée par les ChR est induite par la production d’IP3. En effet, les Gi mais aussi 

les Gq sont capables d’activer les phospholipases C Beta (PLCß) dont le rôle est 

d’hydrolyser le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en IP3 et DAG (Figure 14). 

On compte 4 isoformes de PLCß chez les mammifères, les PLCß (1a-b, 2a-b, 3 et 4a-b) 

(Lyon and Tesmer, 2013). Les a-b sont des variants de d‘épissage, les 1,2,3,4 sont des 

isoformes codés par les gènes du même nom. Si les relation Gi / q sont bien 
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démontrés avec les PLCß1,3 (Gq) et 2 (Gi), la PLCß4 n’a pour le moment pas été mise 

en lien avec la migration dans les DC. Cependant, elle est considérée comme étant en 

interaction directe avec la PLCß3 et des mutations gain de fonction de la PLCß4 sont 

associées avec le mélanome uvéal chez l’Homme (Johansson et al., 2016). En outre, ici 

encore la macropinocytose entre en jeu avec des partenaires associés. En effet, elle 

peut être dépendante d’une signalisation calcique et impliquer les PLCß (Schlam and 

Canton, 2017). 

 

L’IP3 dans la cellule se fixe à son récepteur situé sur le réticulum endoplasmique L’IP3-

récepteur (IP3R) dont nous détaillerons la fonction dans le chapitre suivant. 

 

 

Figure 14 : Intégration du signal chimiokinique et lien avec le calcium dans les DC en réponse 

à CCL21. Trois axes majeurs sont décrits pour la signalisation médiée par CCR7. Deux axes 

dépendants des protéines Gi, sensibles à la toxine pertussique activent respectivement la PI3K 

et les MAPK p38, ERK et JNK. Un troisième axe induit une signalisation calcique via les Gq et 

la production d’IP3 par les PLCß. L’IP3 se fixe aux IP3R du RE et déclenche un relargage de Ca2+ 

des stocks réticulaires. Un dernier axe insensible à la toxine pertussique signale via les G12 et 

module la vitesse de migration. Figure issue de (Randolph, Ochando and Partida-Sánchez, 

2008). 
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3.2. Régulation de l’influx calcique. 

L’étude des flux calciques dans les DC est complexe. Les variations de concentration de 

Ca2+ cytosolique peuvent résulter de plusieurs flux, le Ca2+ pouvant venir de l’extérieur 

ou des organelles vers le cytosol. Le calcium est le cation divalent possédant la plus 

importante différence de gradient électrochimique entre le milieu extracellulaire et 

l’intérieur des cellules, les concentrations cytosoliques étant en moyenne 10.000 à 

25000 fois plus faibles que celles du milieu extracellulaire. C’est pourquoi l’entrée de 

Ca2+ dans les cellules est contrôlée par l’ouverture et la fermeture de canaux passifs 

perméables au Ca2+. Cependant, cette entrée massive génère rapidement une 

dépolarisation membranaire suffisante pour inhiber l’entrée de Ca2+ dans le cytosol. 

L’entrée calcique est aussi négativement contrôlée par l’ouverture de canaux induisant 

une dépolarisation forte de la membrane en induisant l’entrée de Na+. Parmi ces 

canaux, les plus étudiés dans le système immunitaire sont TRPM4 (Barbet et al., 2008) 

et TRPM2. Les flux calciques sont maintenus par l’activation de canaux voltage-

dépendant générant un efflux, principalement de potassium (K+), favorisant, une hyper 

polarisation de la membrane et la continuité de l’entrée calcique. Mais d’autres 

processus entrent en jeu. Par exemple, le Ca2+ est activement exclut des cellules par 

l’action des canaux échangeurs de Na+/Ca+ (NCX) et une altération de leur fonction 

augmente la concentration de Ca2+ cytosolique (Yan et al., 2015). Ce processus est 

fortement augmenté dans les DC traitées par les glucocorticoïdes (GC) via l’induction 

de l’expression des NCX3 (Heise et al., 2011). En outre, le Ca2+ est activement pompé 

dans les organelles. En particulier, la sarcoendoplasmatic Ca2+-ATPase (SERCA), 

exprimée à la surface du réticulum endoplasmique (RE) capture le Ca2+ cytosolique et 

le stocke dans le RE. La délétion ou l’inhibition de fonction de la pompe SERCA 

augmente la migration des DC (Hong et al., 2016).   

Le Ca2+ joue un rôle majeur sur la vitesse de migration / chimiotaxie des cellules (Wei 

et al., 2012) et notamment des DC (Sáez et al., 2018). L’entrée calcique dans le cytosol 

des cellules est issue deux compartiments. L’entrée de Ca2+ depuis l’extérieur de la 
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cellule est médiée par l’ouverture de canaux situés sur la membranes plasmique (Figure 

15). Ces canaux s’ouvrent en réponse à des ligands (e.g. P2X7 lie l’ATP), le stress 

mécanique (Piezo1) ou à des changements de température (TRPV). L’autre entrée de 

Ca2+ dans le cytosol provient de la vidange des organites, et notamment du RE (Figure 

15). Compte tenu de sa liaison directe avec la signalisation des ChR, nous détaillerons 

plus en avant la vidange du Ca2+ réticulaire et son effet sur la migration dans la partie 

suivante. 

 

 

Figure 15 : Canaux calciques ayant une importance pour la migration des DC. Les canaux sont 

représentés dans la membrane de l’organite à laquelle ils sont associés. Phago : Phagosomes ; 

Mito : mitochondries ; Lyso : Lysosomes ; N : noyau ; GC : appareil de golgi. Figure issue de 

(Sáez et al., 2018) 
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3.3. Reticulum endoplasmique et Store Operated Calcium Entry (SOCE) 

Le SOCE est un flux qui couple deux stocks calciques, à savoir le stock intra-RE et le 

stock extracellulaire. En effet, la signalisation via les ChR et les protéines Gi ou Gq 

va stimuler la production d’IP3 ou d’ADP-ribose cyclique (cADPR). Ces seconds 

messagers vont provoquer la vidange des stocks calciques du RE et, par suite, 

l’ouverture de canaux calciques membranaires. Le RE vidange son calcium 

principalement via la fixation de deux familles de récepteurs : 1) Les récepteurs à la 

ryanodine (RyR), activés notamment par la fixation de cADPR (synthétisée et hydrolysée 

par CD38 à partir du NAD+) ou du cAMP. CD38 (Malavasi et al., 2008) et les RyR sont 

exprimés dans les DC mais leur rapport à la migration de ces cellules reste peu 

documenté et 2) les IP3R. 

 

3.3.1. IP3R 

Les IP3R sont parmi les plus gros canaux ioniques connus chez les vertébrés et 

possèdent une conductance importante, permettant à un petit nombre de récepteurs 

de vidanger efficacement le RE (Prole and Taylor, 2019) (Figure 16). C’est une famille 

de récepteurs composée de trois membres ; à savoir l’IP3R1, 2 et 3. On considère que 

l’affinité des IP3R pour l’IP3 varie avec : IP3R2 > IP3R1 > IP3R3 (Iwai et al., 2007). Dans 

les DC, tous les IP3R sont exprimés. Il semble que ces récepteurs soient au centre de la 

régulation de migration des DC car la chélation du Ca2+ extracellulaire ne réduit pas la 

migration des DC d’avantage que ne le fait l’inhibition de leur expression par des ARN 

interférents (Solanes et al., 2015). Par ailleurs, dans les DC immatures, la délétion des 

IP3R réduit la vitesse de migration, mais la seule la délétion de l’IP3R1 réduit la 

persistance de migration, c’est-à-dire que ces cellules migrent moins longtemps en 

ligne droite dans des expériences de migration in vitro. Les auteurs concluent ici que 

la vitesse de migration et la persistance sont des mécanismes à part entière et qu’ils 

pourraient être régulés de manière différente par les différents isoformes d’IP3R. 

Finalement, sur la base d’études menées dans des cellules canines (Hours and Mery, 
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2010), les auteurs confirment que IP3R1 interagit physiquement avec la Myosine IIA et 

que ce récepteur module particulièrement la phosphorylation des MLC. Cela a pour 

effet de réduire la migration malgré une bonne contraction de la Myosine IIA. Les 

auteurs concluent que l’IP3R1 joue un rôle central dans la régulation de la migration 

des DC immatures. Ce récepteur aiderait au couplage fonctionnel de la localisation de 

la myosine IIA avec la migration rapide et agirait en relarguant le Ca2+ du RE. En 

parallèle, d’autres travaux montrent que l’inhibition des IP3R réduit la chimiotaxie des 

DC matures mais pas des immatures (Yang et al., 2014). Ces études montrent que Akt2 

est essentielle pour la chimiotaxie des DC activées envers CCL21, et que la délétion 

d’Akt2 diminue l’expression de l’IP3R2 spécifiquement. En outre, la délétion d’Akt2 

inhibe partiellement l’acidification du pH cellulaire, pouvant amener à une présentation 

antigénique altérée (Bhandaru et al., 2012). Finalement, il est à noter que BCL-2 

interagit directement avec les IP3R pour inhiber leurs fonctions (Rong et al., 2009; 

Monaco et al., 2012). Les IP3R contrôlent donc la chimiotaxie des DC matures et 

régulent la vitesse de migration des DC immatures.  

 

 

Figure 16 : Structure simplifiée des IP3R à la surface du RE. Les IP3R sont des protéines 

transmembranaires de la membrane du RE. Elles fixent de l’IP3 et du Ca2+ au niveau de leur 

partie cytosolique. Cette fixation induit l’ouverture du canal. Figure issue de (Berridge, 2016). 
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3.3.2. ORAI  

Les canaux « Calcium release-activated calcium channel proteins » (CRAC, constitués 

des protéines ORAI) (Feske et al., 2006; Prakriya and Lewis, 2006) sont une des portes 

d’entrée du Ca2+ dans les cellules. Ce sont des canaux calciques de la membrane 

plasmique qui fonctionnent en homo / hétéro-tétramères (Mignen, Thompson and 

Shuttleworth, 2008). La structure cristallographique décrit, elle, une structure 

hexamèrique mais dont la crédibilité in vivo reste discutée (Hou et al., 2012; Yen and 

Lewis, 2019). On retrouve trois isoformes d’ORAI à savoir ORAI1, 2 et 3. Une majorité 

des protéines ORAI1 (60%) est retrouvée dans les espaces sous membranaires à 

l’homéostasie (Hodeify et al., 2012). Après induction d’un stress réticulaire via un 

traitement à la thapsigargine, la majorité de ces protéines se retrouve localisée à la 

membrane plasmique. Les courants qu’ils génèrent sont bien caractérisés dans les LT 

(Courants Icrac) (Alansary et al., 2014; Lewis, 2020). Ils sont ouverts lors de la vidange du 

RE via leur interaction avec des protéines associés à la membrane de cet organite. 

Transcriptionnellement, les niveaux d’ORAI1 sont contrôlés négativement par Ampk. 

Les DC délétées en Ampk ont une meilleure chimiotaxie envers CXCL12 mais pas envers 

CCL21 (Nurbaeva et al., 2012) (Tableau 1). De plus, ORAI1 est glycosylé et ces 

modifications peuvent influencer sa fonction (Hogan, Lewis and Rao, 2010). ORAI1 est 

stabilisé à la membrane plasmique par l’action d’une protéine induite en réponse aux 

GC, la serum and glucocorticoid-regulated kinase 1 (SGK1). SGK1 phosphoryle et 

inhibe NEDD4-L, une E3 ubiquitine ligase capable d’induire la dégradation d’ORAI1. 

SGK1 doit être adressée à la membrane plasmique pour être active sur NEDD4-L (une 

fonction dépendante de GILZ dans les cellules rénales) (Soundararajan et al., 2010). En 

outre SGK1 doit être phosphorylée pour être activée, entre autre par PDK1, dont la 

délétion réduit la macropinocytose mais pas la maturation des DC (Zaru, Mollahan and 

Watts, 2008). Finalement, un isoforme de SGK, la protéine SGK3 a été montrée comme 

essentielle à la chimiotaxie des DC immatures et matures envers CXCL12 et CCL21 

respectivement (Schmid et al., 2012). Par ailleurs, SGK1 elle-même, via sa régulation de 
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NFkB (Eylenstein et al., 2012), favorise l’expression d’ORAI1 (Eylenstein et al., 2011). 

D’autres isoformes d’ORAI ont été mis en cause dans la régulation de la migration des 

DC, en particulier ORAI2. Régulé négativement à l’homéostasie par LRRK2, ORAI2 

favorise la chimiotaxie des DC mais pas leur maturation (Yan et al., 2019). Cependant, 

le rôle d’ORAI2 dans les cellules, y compris les DC, n’est pas similaire à celui d’ORAI1, 

bien au contraire. Dans les LT, ORAI2 forme des hétéromères avec ORAI1 et limite 

l’entrée de Ca2+ médiée par ORAI1. En effet, ORAI2 est capable de faire entrer le Ca2+, 

mais de manière moins efficace qu’ORAI1. C’est la délétion d’ORAI1 et 2 qui inhibe 

complètement le SOCE (Vaeth et al., 2017). Hormis peut-être dans les cellules 

tumorales (Motiani, Abdullaev and Trebak, 2010; Faouzi et al., 2011), le rôle d’ORAI3 

dans l’entrée de Ca2+ dépendant du RE reste peu exploré, mais ORAI3 semble peu 

impliqué dans ces processus. Une possibilité est qu’ORAI3 soit plus impliqué dans une 

entrée de Ca2+ indépendante des stocks du RE. ORAI1 et 3 en pentamère forment des 

canaux (Mignen, Thompson and Shuttleworth, 2008) dont l’ouverture est dépendante 

des récepteurs muscariniques (Mignen and Shuttleworth, 2000). Ces canaux sont 

dépendants de la présence de STIM1, même faible, à la membrane plasmique 

(Shuttleworth, Thompson and Mignen, 2007). En conclusion, certains facteurs sont 

importants pour la chimiotaxie et pour la maturation, quand d’autres impactent un 

processus plus qu’un autre. Il manque, dans l’ensemble, un travail intégratif s’appuyant 

sur la délétion conditionnelle des facteurs et des tests standardisés (de chimiotaxie 

typiquement). En outre, en ce qui concerne les ORAI, aucune étude n’utilise des 

systèmes de migration confinés, empêchant de conclure sur leur impact sur la vitesse 

des DC et la persistance de leur migration.  

 

3.3.3. STIM  

La vidange en Ca2+ du RE déclenche le SOCE. Ce processus met en jeu les protéines 

stromal interaction molécules : STIM. C’est l’interaction de STIM et ORAI qui aboutit à 

l’ouverture des canaux ORAI (Smyth et al., 2010) (Figure 17). Les protéines STIM sont 
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des protéines transmembranaires situées sur le RE. Elles sont retrouvées dans deux 

états fonctionnels. Lorsque le RE est rempli de Ca2+, ce cation est fixé à la partie 

intraluminale des STIM (EF-hand, Figure 17). Ceci impose une conformation fermée de 

cette protéine et l’empêche d’interagir avec les canaux ORAI. En revanche, la vidange 

du RE provoque la dissociation du Ca2+ de la partie intraluminale des STIM et induit 

une modification conformationnelle de ces protéines. L’exposition des domaines 

« CRAC activation domain / STIM-Orai activating region » (CAD) /SOAR) de STIM le 

conduit à accroître son affinité pour les phosphoinositides membranaire et les 

domaines C-ter d’ORAI (Bhardwaj, Hediger and Demaurex, 2016). L’interaction de ces 

protéines aboutit à une oligomérisation des ORAI et des STIM à la membrane 

plasmique. Cette conformation crée des entrées locales de Ca2+ dit « hot spots » (Wu 

et al., 2006; Nunes et al., 2012; Nunes-Hasler et al., 2017). La diffusion de ces hot spots 

est inhibée par la création d’un réseau d’actine permettant d’induire une entrée locale 

de Ca2+ (Hsieh et al., 2017). Le réseau cortical d’actine est en retour contrôlé par PERK, 

une protéine de la membrane du RE, sans laquelle le réseau cortical d’actine empêche 

l’interaction STIM/ORAI. PERK agit en interagissant physiquement avec les filaments 

d’actine (van Vliet et al., 2017). Chez l’humain, des mutations retrouvées au niveaux 

d’ORAI ou STIM sont associées à des pathologies auto-immunes, semblables au 

syndrome d’immunodéficience combiné sévère, dites « CRAC-channelopathies ». Il 

existe deux isoformes de STIM chez la souris, SITM1 et STIM2, qui présentent des 

différences d’affinité de la EF-hand (Figure 17). La EF-hand de STIM1 est sensible à des 

concentrations en Ca2+ inférieures à 200µM quand celle de STIM2 détecte des 

concentrations inferieures à 400µM. En outre, STIM2 se comporte, même libéré du 

Ca2+, bien plus comme un monomère que STIM1 qui s’agrège rapidement, favorisant 

l’interaction avec ORAI (Zheng et al., 2008). En outre, si la délétion de STIM1 inhibe 

fortement le SOCE, celle de STIM2 n’a que peu d’effet et au contraire, la surexpression 

de STIM2 inhibe le SOCE (Soboloff et al., 2006). Ceci porte à croire que STIM2 jouerait 

un rôle régulateur du SOCE dans les cellules. L’activation de STIM2 à des variations de 
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Ca2+ proche de la normale dans le RE qui pourraient éviter l’induction de SOCE 

aspécifique. En accord, la délétion de STIM1 seul tend à réduire la sortie de Ca2+ du RE 

lors d’un stress réticulaire. Cela tend à montrer que le Ca2+ sort plus difficilement du 

RE en présence de STIM2 seul (Vaeth et al., 2015). STIM2 agirait en interagissant 

physiquement avec STIM1 au niveau des hot-spots (Soboloff et al., 2006). Cependant, 

dans d’autres cellules, notamment les DC qui l’expriment fortement (Bandyopadhyay, 

Pingle and Ahern, 2011), STIM2 semble important pour l’induction du SOCE, et agirait 

en association particulière avec ORAI2. De plus il y aurait une colocalisation forte de 

l’actine filamenteuse avec STIM2 et ORAI2 à l’interface des cellules en contact avec des 

billes recouvertes d’un ligand des intégrines. En outre, d’autres études démontrent que 

la délétion de STIM1 et 2 dans les DC n’interfère en rien, ni sur leur différenciation, ni 

sur leur endocytose médié par les récepteurs, ni sur leur capacité à polariser les 

réponses T CD4 (Vaeth et al., 2015). Les auteurs de cette étude concluent que la 

signalisation calcique est essentielle à la fonction des DC mais pas le SOCE. Cependant, 

ces travaux s’appuient sur des cultures cellulaires issues de souris délétées pour STIM1 

et STIM2. Tout effet d’une modulation négative de STIM2 sur ces fonctions n’est alors 

plus détectable. En outre ces auteurs ne regardent pas la capacité des DC à migrer, ni 

leur capacité de présentation croisée. D’autres travaux démontrent que l’inhibition de 

l’expression de STIM1 et d’ORAI1 réduit la maturation des DC en réponse à différents 

signaux d’activation (Félix et al., 2013). D’autres encore démontrent que l’inhibition 

pharmacologique des STIM réduit la chimiotaxie des DC envers CCL21 (Matzner et al., 

2008) (Tableau 1), de même que la délétion conditionnelle de STIM1 réduit la 

chimiotaxie des DC envers CCL21 et CXCL12 (Nunes-Hasler et al., 2017) (Tableau 1). Le 

rôle des STIM dans les fonctions des DC reste donc activement discuté. Cependant, 

outre des modulations de leur expression, une clef pour comprendre leur rôle réside 

peut-être dans les interactions qu’ils établissent avec d’autres protéines retrouvées à 

la surface du RE. Outre les acteurs bien décrits comme la « STIM-activating enhancer » 

STIMATE (Jing et al., 2015), STIM1 a été démontré comme engageant des interactions 
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avec UNC93B1 (Maschalidi et al., 2017), STING (Srikanth et al., 2019) et Tmem178 

(Decker et al., 2015), CRACR2A et juncate (Lewis, 2020). STIM1 retient STING à la 

membrane du RE et inhibe ses fonctions sur la production d’IFN de type I. Ceci pourrait 

en partie expliquer que les patients mutés pour STIM1 développent des auto-

immunités. En outre, dans les DC, UNC93B1, protéine partenaire de Ii (CD74), fortement 

impliquée dans la présentation antigénique, favorise le bon fonctionnement de STIM1. 

De ce fait, la délétion de STIM1 réduit fortement la capacité des DC à présenter les 

antigènes aux LT OT I. Cela dessine une nouvelle fonction de STIM1 comme un élément 

central dans la régulation de la migration des DC mais aussi dans leur capacité à 

polariser des réponses effectrices et cytotoxiques. Finalement, on peut se demander si 

STIM n’interagit pas aussi avec la protéine SGK1 dans la membrane du RE. Comme 

nous le disions, SGK1 est un élément central dans la régulation d’ORAI1, (Lang et al., 

2019) notamment dans les macrophages (Eylenstein et al., 2011) et est elle aussi 

associée à la membrane du RE (Arteaga et al., 2006). Il serait intéressant de voir si c’est 

par une interaction avec STIM1 qu’elle se stabilise dans la membrane du RE avant d’être 

dégradée. Finalement, il est aussi possible qu’un des éléments contrôlant la fonction 

de STIM1 soit son insertion dans la membrane plasmique (Shuttleworth, Thompson 

and Mignen, 2007).  
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Figure 17 : Schéma illustrant l’entrée de calcium induite par le SOCE. A l’état inactif (1), 

les dimères de STIM1 sont repliés sur eux-mêmes via l’interaction d’importante 

quantité de Ca2+ avec la EF-hand située dans la lumière du RE. Lors de la vidange du 

RE, ici via la fixation d’IP3 (2) aux IP3R (3), la EF-hand se libère et module la 

conformation de STIM1 qui se déplie et libère deux unités fonctionnelles : le SAM (4a) 

et la partie cytosolique (4b), à présent capables de s’agréger avec d’autres dimères (5a). 

Ces agrégats sont capables de lier les ORAI1 à la membrane plasmique (6) et de les 

fixer en un point pour les activer et induire l’influx calcique de l’extérieur vers le cytosol 

(7). Finalement, le Ca2+ est re-pompé dans le RE via les pompes SERCA (8). Figure issue 

de (Bhardwaj, Hediger and Demaurex, 2016).  
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Tableau 1 : Effets de la modulation des ORAI, des STIM et de leurs facteurs associés 

sur les fonctions des DC. Selon les études, la « diminution » peut être obtenue par 

l’utilisation d’ARN interférents, délétion génétique ou inhibition pharmacologique.  

 

3.4. Autres médiateurs des flux calciques et effets de leur modulation sur la 

migration des DC 

Les DC peuvent maintenir une migration rapide via une boucle paracrine de sécrétion 

d’ATP. La fixation de l’ATP sur le récepteur P2x7 induit une signalisation calcique 

modulant la vitesse des DC. Ce processus implique une relocalisation du cytosquelette 

d’actine à l’arrière de la cellule dépendant de la calmoduline (Saéz et al., 2017). Un 

même procédé est mise en place lors de l’inflammation et détermine la capacité des 

DC à coloniser leur milieu via des boucles paracrines de GABA (Bhandage, Kanatani 

and Barragan, 2019). Les lysosomes jouent aussi un rôle fondamental dans la migration 

* en comparaison des 

cellules contrôles
* augmenté * diminué * inchangé non regardé

UNC93B1 STIM1 STIM2 ORAI1 ORAI2 ORAI3 SGK1 SGK3 PDK1

statut délétion délétion WT délétion WT ? délétion délétion délétion

vitesse de migration 

iDC

chimiotaxie CXCL12 

iDC 

chimiotaxie CCL21 

mDC

SOCE thapsigargine
iDC and 

mDC

SOCE CXCL12 iDC

SOCE CCL21 mDC 

macropinocytose

phagocytose

regulation associée STIM1

activation 

études
Maschalidi 

2017

Nunes-Hasler 

2017      

matzner 2008

Yan 2019 felix 2013 Yan 2019 Yang (phD)
Schmid 

2012
Zaru 2007 

PDK1 AKT1 AKT1 AKT2 ETS1 Ampk trpm4 IP3R1 GILZ 

statut surexpression délétion surexpression délétion délétion délétion délétion délétion délétion

vitesse de migration 

iDC

chimiotaxie CXCL12 

iDC 

chimiotaxie CCL21 

mDC

Depend de 

l'activation

SOCE thapsigargine

SOCE CXCL12 iDC

SOCE CCL21 mDC 

macropinocytose

phagocytose

regulation associée PLCß2  ORAI1 / 2

activation

études Zaru 2007 Park 2006 Park 2006

bhandaru 

2012            

Yang 2014 

Yang 

2014 

Nurbaeva 

2012 
Barbet 2008 

solanes 

2014

Vetillard 

Unpublished
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et la présentation antigénique. Ils se relocalisent à l’arrière des DC migrant rapidement 

(Chabaud et al., 2015; Bretou et al., 2017) et participent aux relargages locaux de Ca2+, 

via TRPML1, essentiels à la contraction de la myosine IIA (Bretou et al., 2017). Ces 

organites sont retrouvés au contact du RE d’une manière STIM1 dépendante (Nunes-

Hasler et al., 2017) et participent aussi à la régulation de la maturation et de la 

chimiotaxie des DC via l’expression de TRPM2 dans les lysosomes (Sumoza-Toledo et 

al., 2011). Finalement, d’autres canaux exprimés à la surface des lysosomes jouent un 

rôle dans la migration des DC en modulant l’homéostasie du zinc (e.g. SLC39a8 aussi 

appelé ZIP8) (Feske, Wulff and Skolnik, 2015).  

Les mitochondries semblent jouer un rôle crucial dans la migration des DC elles aussi. 

En effet, l’induction de stress réticulaire induit une relocalisation des mitochondries au 

contact du RE (Bravo et al., 2011). Or ces organites expriment plusieurs canaux (MCU / 

VDAC) dont la modulation pourrait impacter directement la migration des DC. Ces 

canaux permettent aux mitochondries de se charger massivement en Ca2+, limitant la 

disponibilité de ce cation dans le cytosol. Une inhibition de l’expression des MCU a 

déjà démontré une modulation de la contractilité de l’actine dans les cellules en cours 

de migration via la Myosine IIA (Prudent et al., 2016). En outre, il est à noter que les 

mitochondries se fragmentent en réponse à la thapsigargine, phénomène inhibé par 

la surexpression de GILZ (André et al., 2016). 

Nous avons donc vu que l’influx de Ca2+ cytosolique contrôle la chimiotaxie et la vitesse 

de migration des DC et que la vitesse de migration et la chimiotaxie sont des processus 

contrôlés de manière différente et indépendante dans les DC. Pour mieux comprendre 

notre hypothèse de travail concernant l’implication de la protéine GILZ dans le contrôle 

de la migration des DC, voyons plus en avant cette protéine. 
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4. La protéine GILZ.  

 

4.1. GILZ et sa modulation 

 

4.1.1. Gène et expression tissulaire 

La protéine GILZ (D’Adamio et al., 1997) est codée par le gène Transforming growth 

factor (TGF)ß stimulated clone 22 domain family protein 3 (Tsc22d3), situé sur le 

chromosome X. Les produits du gène Tsc22d3 sont deux ARN dont des variants 

d’épissage peuvent être traduits en 5 isoformes dits GILZ 1, 2, 3, 4 et Long GILZ (Figure 

18). GILZ1, 3, 4 partagent un domaine N-terminal (N-ter) identique, différent de celui 

de GILZ2 et Long GILZ qui sont des produits d’un décalage du cadre de lecture utilisant 

un codon AUG non-canonique (Soundararajan et al., 2007; Vétillard and Schlecht-Louf, 

2018). Cependant, hormis GILZ 3, tous les isoformes partagent des structures très 

conservées communes en C-ter : un domaine riche en prolines (Proline rich region, 

PRR); un domaine leucine-zipper (LZ) suivi d’un domaine TGF-stimulated clone (TSC). 

Le terme « GILZ » se réfère usuellement à l’isoforme GILZ1 (Hamdi et al., 2007; Cathelin, 

Met and Svane, 2013; Calmette et al., 2014, 2016; Yang et al., 2019) et nous adopterons 

cette notation simplifiée pour la suite de ce manuscrit. Le promoteur de Tsc22d3 

possède des séquences de fixation de facteurs de transcription participant à la 

régulation de son expression. On retrouve des séquences glucocorticoid responsive 

elements (GRE) et forkhead responsive elements (FHRE) liant fortement l’expression de 

GILZ à la signalisation induite par les GC. Cloné à plusieurs reprises (Asselin-Labat et 

al., 2004; Ng et al., 2017), le promoteur de Tsc22d3 révèle aussi la présence d’autres 

sites fixant des FT telles que STAT, NFAT, c-myc, Oct-1, SRE et GATA (Asselin-Labat et 

al., 2005; Köberle et al., 2012). GILZ est aussi régulé de manière post-traductionnelle. 

En particulier, GILZ peut être poly-ubiquitinylé (He et al., 2018), et cela participe à sa 

demi-vie très courte (2-3h). De plus, la présence d’un domaine LZ pourrait permettre à 

GILZ de s’homodimériser (Mittelstadt and Ashwell, 2001; Di Marco et al., 2007) mais 
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aussi de former des hétéro-dimères avec ses isoformes et d’autres protéines, 

permettant de réguler sa fonction. GILZ est exprimé de façon ubiquitaire (D’Adamio et 

al., 1997; Cannarile et al., 2001) et notamment par les DC où son expression est plus 

forte dans les cDC1 que les cDC2 et pDC de la rate (Calmette et al., 2016). GILZ est aussi 

exprimé dans les DC de culture murines (Lebson et al., 2011; Calmette et al., 2014, 2016) 

et son niveau d’expression est fortement augmenté en réponse aux GC de synthèse 

(Cannarile et al., 2001; Berrebi et al., 2003; Godot et al., 2006; Calmette et al., 2014). 

 

 

Figure 18 : Schéma représentant la structure protéique conservée entre les différents 

isoformes de GILZ. Hormis GILZ3, tous les isoformes de GILZ partagent un domaine C-

terminal (C-Ter) commun. Le C-Ter, via sa partie PRR interagit avec la sous unité p65 

de NFkB, et via sa patrie TSC avec RAS. Le N-Ter varie selon le codon de départ utilisé 

pour transcrire le gène Tsc22d3. Le codon canonique donne naissance à un N-Ter 

(orange) capable d’interagir avec AP1 et RAF-1. Figure tirée de (Vétillard and Schlecht-

Louf, 2018). 

 

4.1.2. Modulation de l’expression de GILZ 

L’expression de GILZ est régulée par différents facteurs inducteurs. On peut ici citer les 

GC endogènes (Perez et al., 2005; Yang et al., 2019) et ceux de synthèse comme la 

dexaméthasone (Dex) (Cannarile et al., 2001; Berrebi et al., 2003; Godot et al., 2006), le 

TGF-ß, l’IL10, la vitamine D3 (Zimmer et al., 2012) et le hepatocyte growth factor  (HGF) 

(Benkhoucha et al., 2014). De même, un cocktail de maturation utilisé pour activer les 

DC de cultures humaines à visée vaccinale (TNF-a IL-1ß, IL6, PGE2) induit l’expression 

de GILZ (Cathelin, Met and Svane, 2013). Son expression est en revanche réduite dans 
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la microglie de souris traitées par des antibiotiques, suggérant un rôle inducteur du 

microbiote (Thion et al., 2018). Le LPS (Zimmer et al., 2012; Calmette et al., 2016) et la 

mifépristone (inhibiteur des récepteurs aux GC) (Yang et al., 2019) ont été montrés 

comme capables de diminuer l’expression de GILZ. (Figure 18)  

Finalement, l’expression de GILZ est aussi régulée en contexte pathologique. Ainsi, des 

facteurs secrétés induiraient l’expression de GILZ dans les DC associées au lymphome 

B chez la souris (Lebson et al., 2011). De plus, GILZ est un des transcrits les plus 

exprimés spécifiquement dans les DC infiltrant les tumeurs et son expression corrèle 

avec les taux de corticoïdes endogènes circulants (Yang et al., 2019). Ces études 

corroborent des travaux démontrant une expression forte de GILZ dans les 

macrophages de patients atteints de lymphome de Burkitt (Berrebi et al., 2003). En 

outre, l’expression de GILZ est modulée lors d’infections virales. Ainsi, chez la souris 

(Das et al., 2015) et l’Homme (Webster Marketon, Corry and Teng, 2014) son expression 

est réduite au cours d’infections virales par Chikungunya et le virus syncycial 

respiratoire mais activement maintenue au cours de l’infection médiée par l’Infectious 

Bursal Virus (He et al., 2018). Par ailleurs, l’expression de GILZ est significativement 

réduite dans les DC circulantes de patients présentant une allergie  respiratoire (Karaki 

et al., 2014), ce qui est corrigé par un traitement avec des GC par voie orale. Par contre, 

GILZ est surexprimé dans la synovie de patients ayant une polyarthrite rhumatoïde 

active (Beaulieu et al., 2010). Finalement, l’expression de GILZ est fortement modulée 

dans des pathologies cutanées. En effet, son expression est diminuée dans les lésions 

lors de la dermatite atopique (Baek et al., 2018) et dans le psoriasis (Jones et al., 2015). 

Il est aussi intéressant de noter que les anticorps anti-IL17A chez l’Humain augmentent 

significativement l’expression de GILZ tout en améliorant le psoriasis (données issues 

des bases de données publiées par (Krueger et al., 2013)). Pour finir, l’expression de 

GILZ dans les pDC et les DC myéloïdes en réponse à la prednisolone est inversement 

corrèlée avec l’activité du lupus chez l’Homme (Jones et al., 2016). Ces derniers résultats 

rendent GILZ particulièrement attractif comme cible thérapeutique dans le psoriasis 
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(Sevilla and Pérez, 2019) et le lupus (Flynn, Dankers and Morand, 2019). Ils dessinent 

aussi un axe de régulation privilégiée de GILZ avec L’IL17, dont GILZ module 

négativement l’expression dans les LT (Ngo et al., 2013; Yosef et al., 2013).  

 

4.2. Rôle de GILZ dans les DC  

4.2.1. Phénotype et sécrétion cytokinique 

Les GC de synthèse, très utilisés pour comme inducteurs de tolérance immunitaire, sont 

connus pour induire une modulation fonctionnelle des DC. En particulier, ces 

traitements font diminuer les niveaux d’expression des molécules de costimulation 

(CD80/83/86) et de CMH II et induisent l’expression de protéines régulatrices telles que 

PD-L1 et la production d’IL10. Les travaux de notre laboratoire ont contribués à 

démontrer d’une part que les GC induisent une surexpression de GILZ dans les DC 

Humaines (Cohen et al., 2006; Hamdi et al., 2007) et murines (Calmette et al., 2014) et 

d’autre part que cette surexpression est nécessaire pour la différenciation tolérogène. 

En effet, des DC Humaines dérivées de monocytes et traitées à la Dex, au TGFß ou à 

l’IL10 augmentent l’expression de GILZ et adoptent un phénotype tolérogène (forte 

expression de PD-L1/ILT-3 et diminution de CD80/83). Cependant, l’utilisation d’un 

ARN interférant pour GILZ (siGILZ) inhibe l’effet de la Dex et de l’IL10. En parallèle, 

l’induction de l’expression de GILZ par les DC via un vecteur d’expression suffit pour 

leur conférer un phénotype tolérogène (Cohen et al., 2006). Finalement, l’inhibition de 

GILZ empêche la modulation fonctionnelle des DC matures traitées par la Dex ou l’IL10. 

En effet, les DC matures traités avec un siGILZ pour GILZ ne diminuent pas leur 

expression de chimiokines pro-inflammatoires (CCL3/5 et CXCL8) lorsque traitées par 

la Dex ou l’IL10 (Cohen et al., 2006). Ces résultats sont à mettre en regard de la 

migration des DC, car des boucles paracrines de sécrétion de chimiokines ont été 

décrites comme importantes pour l’induction de CCR7 (Del Prete et al., 2004; Tiberio 

et al., 2018). Outre l’effet sur leur phénotype, la délétion de GILZ dans les DC impacte 

aussi fortement leurs capacités de capture antigénique. Finalement, l’expression 
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endogène de GILZ est aussi capable d’inhiber l’activation de DC maturées par un 

cocktail pro inflammatoire. En effet, les DC traités avec un siGILZ dans ces études 

accroissent l’expression de CD86 et la sécrétion d’IL12 mais diminuent celle de PD-L1 

(Cathelin, Met and Svane, 2013). Dans l’ensemble, ces études montrent que GILZ joue 

un rôle important dans la fonction des DC immatures et dans leur maturation en 

réponse à des signaux d’activation. En effet, si l’expression endogène de GILZ ne 

semble pas impacter leur phénotype à l’état basal (Calmette et al., 2016), sa délétion 

augmente significativement leur réponse aux signaux d’activation et leur production 

d’IL1/12 et 23 dans certaines études (Jones et al., 2015). Ces résultats sont 

contradictoires avec les résultats de notre équipe (Calmette et al., 2016). Cependant, 

les modèles murins varient dans ces études. Jones et al utilisent un modèle GILZko total 

induit par un traitement au tamoxifène, tandis que nous utilisons un modèle de 

délétion conditionnelle dans les DC (CD11c-GILZko). Il est aussi à noter que le marqueur 

de tolérance le plus souvent associé aux DC sur-exprimant GILZ est l’expression forte 

de PD-L1 (Cohen et al., 2006; Hamdi et al., 2007; Cathelin, Met and Svane, 2013; 

Benkhoucha et al., 2014). Ces résultats ne sont pas retrouvés à l’homéostasie, in vitro 

et in vivo dans les modèles de surexpression constitutive de GILZ (GILZhi) (Calmette et 

al., 2014). Cependant, après interaction avec les LT les DC GILZhi ont une expression 

réduite de CMH II et produisent plus d’IL10 que les DC WT. Cela suggère que les 

techniques de surexpression de GILZ pourraient moduler l’induction du phénotype 

tolérogène des DC et que l’acquisition du phénotype tolérogène par les DC 

surexprimant constitutivement GILZ pourrait nécessiter l’interaction spécifique 

d’antigène avec les LT. Ceci pourrait expliquer le faible impact de la délétion ou de la 

surexpression de GILZ sur le phénotype des DC de culture murines n’ayant pas été en 

contact avec les LT (Calmette et al., 2014, 2016; Jones et al., 2015).  

 

4.2.2. Capture antigénique et présentation 

Les DC GILZko (Calmette et al., 2016) et traitées par un siGILZ (Lebson et al., 2011) ont 

démontrés des capacités accrues de capture antigénique in vitro  et in vivo (Calmette 
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et al., 2016) (Figure 19). En revanche les DC qui surexpriment GILZ présentent un léger 

retard de capture antigénique par rapport à leurs contrôles (Calmette et al., 2014). GILZ 

semble réguler préférentiellement la macropinocytose des DC car les DC GILZko 

capturent plus le Dextran-FITC (70kDa) que les DC WT, une molécule capturée par 

macropinocytose, mais pas le zymosan, internalisé par endocytose médiée par les 

récepteurs. En outre, la macropinocytose accrue est normalisée après activation, à 

l’image de l’inhibition de la macropinocytose induite par la maturation des DC (West, 

MA et al., 2004; Chabaud et al., 2015; Vargas, Chabaud, et al., 2016). Finalement, in vivo, 

GILZ n’accroit la macropinocytose que dans les cDC1 après injection de Dextran-FITC 

par voie intraveineuse, cellules ou précisément son expression est la plus forte à 

l’homéostasie (Calmette et al., 2016). Cet accroissement de capture n’améliore 

toutefois pas la présentation antigénique à un hybridome TCD4 et réduit leur capacité 

à activer un hybridome T CD8 in vitro.  

 

Nous avons donc vu que GILZ régule la capacité de macropinocytose de DC et leur 

activation et que la surexpression de GILZ favorise la production d’IL10, une cytokine 

anti-inflammatoire importante dans la polarisation des LT, particulièrement des Treg. 

Voyons maintenant l’impact de l’expression de GILZ par les DC sur l’activation des 

réponses T.  

 

4.2.3. Activation des lymphocytes T 

L’ensemble de données de la littérature converge vers la conclusion que l’expression 

forte de GILZ dans les DC favorise la prolifération de LT au détriment de l’activation de 

LT effecteurs Th1 / Th17 (Hamdi et al., 2007; Cathelin, Met and Svane, 2013; Calmette 

et al., 2014; Karaki et al., 2014). Les travaux pionnier de l’équipe, confirmés par d’autres, 

ont établi que les DC traitées avec de la Dex induisent une plus faible prolifération des 

LT CD4 et CD8 que les DC WT envers des antigènes de rappel (Hamdi et al., 2007; 

Cathelin, Met and Svane, 2013), due à la prolifération de LT FoxP3+ IL-10+ capables de 
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supprimer les réponses effectrices (Figure 19). En outre, le traitement des DC par un 

siGILZ, ou l’inhibition de l’IL10 via l’utilisation d’anticorps dirigés contre cette cytokine, 

abroge l’expansion des Treg (Hamdi et al., 2007; Karaki et al., 2014). De plus, les DC 

GILZhi chargées avec de l’ovalbumine induisent une prolifération et une activation de 

LT CD4 OT II naïfs (spécifiques de l’ovalbumine) moindre que les DC contrôles in vivo 

(Calmette et al., 2014). De même, chez la souris porteuse de tumeur, en réponse 

spécifique à la protéine HA du virus de la grippe, les DC traitées avec un siGILZ 

induisent une plus forte production d’IFNg par les LT spécifique de l’antigène HA que 

les DC WT (Lebson et al., 2011). De façon complémentaire, si les DC WT traitées à l’HGF 

induisent une faible production d’IFNg et d’IL17 par les LT CD4 et une accumulation 

de LTreg CD25+ FoxP3+ plus implorante que les DC WT non traitées, cet effet est abolit 

lorsque les DC sont GILZko (Benkhoucha et al., 2014). La surexpression constitutive de 

GILZ dans les DC induit une  accumulation de Treg ICOS-L+ chez la souris âgée, en 

l’absence de challenge immun spécifique (Calmette et al., 2014), ce qui laisse penser 

qu’à l’homéostasie, la régulation fine de son expression dans les DC est nécessaire à la 

mise en place des stocks de Treg. Cependant, l’effet de sa délétion constitutive dans 

les DC sur l’homéostasie de Treg n’est pas connu.  

En accord avec ces données, la surexpression de GILZ dans les DC à un effet bénéfique 

dans l’allergie respiratoire chez l’homme (Karaki et al., 2014) et l’EAE chez la souris 

(Benkhoucha et al., 2014). La surexpression de GILZ dans les DC au cours des 

pathologies cancéreuses (Lebson et al., 2011) (Yang et al., 2019) à un effet négatif sur 

la survie et sur la réponse aux traitements.  

GILZ à un effet complexe sur l’établissement des réponses T CD8.  En effet, la 

surexpression de GILZ favorise l’expansion de LT reg au détriment de LT effecteurs. 

Cependant, si sa délétion, ou son inhibition via des siGILZ, suffit à conférer aux DC de 

bonnes capacités d’activation des réponses T effectrices, elle pourrait ne pas suffire 

pour augmenter leur capacité de présentation croisée.  
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4.2.4. Mécanismes 

GILZ est une protéine dont l’action passe par deux mécanismes principaux. 

Premièrement GILZ est capable d’interagir physiquement avec des protéines 

impliquées dans l’immunité. En particulier, GILZ est capable de fixer la sous unité p65 

de NFkB, inhibant ainsi sa fonction (Ayroldi et al., 2001; Berrebi et al., 2003; Di Marco 

et al., 2007). Ceci a conduit plusieurs équipes à produire des peptides correspondant à 

la séquence de GILZ impliquée dans la fixation à p65 pour tenter d’inhiber sa fonction. 

(Srinivasan and Janardhanam, 2011; Gu et al., 2018). En outre, GILZ est aussi capable 

d’interagir directement avec AP-1 (Mittelstadt and Ashwell, 2001), C/EBP (Pan et al., 

2014) et FoxO3, dont il inhibe la translocation nucléaire (Asselin-Labat et al., 2005; De 

Laté et al., 2010). L’interaction avec FoxO est intéressante car le promoteur de Tsc22d3 

contient des séquences régulatrices fixant spécifiquement cette famille de protéines. 

En inhibant la fonction de  FoxO3, GILZ protège les LT de l’apoptose induite par la 

privation en IL2 (Asselin-Labat et al., 2005). GILZ protège également les cellules de la 

mort induite par le stress réticulaire. L’effet protecteur de GILZ semble aussi passer par 

la modulation fonctionnelle des mitochondries dans les cellules tumorales. Les cellules 

GILZhi ont un métabolisme mitochondrial fortement augmenté et la délétion de l’ADN 

mitochondrial inhibe l’effet protecteur de GILZ vis-à-vis de l’apoptose induite par le 

stress réticulaire. Cependant, l’expression de GILZ favorise la mort cellulaire induite par 

des molécules pro-oxydantes (André et al., 2016, 2017). GILZ a donc des fonctions pro 

ou anti-apoptotique selon les contextes. GILZ interagit aussi avec des protéines 

impliquées dans la transduction du signal chimiokinique et la chimiotaxie des DC, 

notamment Ras, Raf-1, et mTORC2. Ces interactions inhibent directement la 

signalisation induite par les voies MEK/ERK-1/2, p38 et mTORC2/AKT (Ayroldi et al., 

2002, 2007; Joha et al., 2012; Calmette et al., 2016), suggérant un impact de GILZ sur la 

survie, mais aussi la chimiotaxie des DC. En outre, son interaction avec le facteur de 

transcription PU.1 (Ricci et al., 2017), permet aux neutrophiles traités par les GC de 

migrer in vivo. La délétion de GILZ dans ce modèle inhibe la migration de ces cellules 
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en empêchant l’expression de l’annexine1, dépendante de PU.1. GILZ pourrait donc 

jouer un rôle direct, via plusieurs mécanismes, sur la migration des DC.  

 

 

Figure 19 : Fonctions de GILZ dans les DC. Les DC exprimant faiblement GILZ (GILZlow) 

ont un phénotype et des fonctions pro-inflammatoires. Elles sont efficaces pour 

promouvoir les réponses Th1/Th17 et T CD8, mais ont une présentation croisée réduite. 

En outre, elles présentent une macropinocytose plus élevée que les DC WT. En parallèle, 

les DC qui surexpriment GILZ (GILZhigh) de manière constitutive ou en réponse à des 

signaux inducteurs, expandent les Treg au détriment des LT effecteurs et secrètent plus 

d’IL10 que leurs contrôles. Figure tirée de (Vétillard and Schlecht-Louf, 2018). 

 

4.3. Rôle de GILZ sur la régulation des flux ioniques 

Des travaux montrent que GILZ est aussi capable de réguler les flux ioniques, 

notamment dans le rein. GILZ est surexprimé en réponse à l’aldostérone dans le rein, 

une hormone majeure dans le contrôle de l’homéostasie ionique (Robert-Nicoud et al., 

2001; Soundararajan et al., 2005; Fiol, Mak and Kültz, 2007). L’étude de Fiol et al 

démontre que GILZ et TSC22D2, une protéine structuralement proche, sont induits de 

manière compétitive dans le rein. En effet, GILZ est induit en réponse à l’aldostérone 
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et TSC22D2 en réponse au stress hyperosmotique. En retour le stress hyperosmotique 

inhibe l’effet de l’aldostérone sur l’expression de GILZ mais uniquement de manière 

transitoire. Ces auteurs rappellent en outre que l’aldostérone favorise le transport de 

Na+ (Fiol, Mak and Kültz, 2007), électrolyte transporté via les canaux Epithelial Na 

Channel (ENaC). GILZ favorise l’expression membranaire des EnaC en inhibant la 

phosphorylation de ERK (Soundararajan et al., 2005) (Figure 20). Une seconde étude 

montre ensuite que GILZ-1 est le plus efficace des isoformes de GILZ pour induire 

l’expression des EnaC (Soundararajan et al., 2007). L’aldostérone induit aussi 

l’expression de SGK1 et fait augmenter l’expression membranaire des EnaC. Il est 

intéressant de noter que la stabilité membranaire des EnaC est contrôlée par la 

protéine Nedd4-L, capable de les dégrader via une ubiquitinylation. ERK phosphoryle 

les EnaC et permet ainsi le recrutement de Nedd4-L. SGK1, en phosphorylant Nedd4-

L inhibe ce processus en induisant la dégradation de Nedd4-L (Debonneville et al., 

2001; Arroyo et al., 2011). Finalement, les EnaC sont physiquement associés à Raf-1, 

ERK et Nedd4-L, et GILZ favorise l’association de SGK1 à ces complexes, inhibant leur 

fonction sur les ENaC (Soundararajan et al., 2009). Mécaniquement, GILZ préserve SGK1 

d’un adressage au RE associé à sa dégradation (Soundararajan et al., 2010). On peut à 

ce titre se demander si GILZ exerce aussi ces fonctions sur la régulation d’ORAI médiée 

par SGK1. En outre, il est à noter que SGK1 phosphoryle WNK1 et est impliqué, avec 

CDC42 et Akt, dans la capture antigénique aspécifique des macrophages (Ding, Zhang, 

Biswas, et al., 2017; Ding, Zhang, Kim, et al., 2017). Finalement, d’autres études 

montrent que les souris GILZko sont hyperkaliémiques (Rashmi et al., 2017) et 

présentent des troubles en électrolytes circulants très similaires à ceux des souris 

WNK4hi, protéine dont la fonction est inhibée par WNK1 (Yang et al., 2007). La délétion 

de SGK1 induit elle aussi une hyperkaliémie chez les souris (Huang et al., 2004), et ses 

fonctions peuvent impacter la localisation subcellulaire de certains canaux (Palmada et 

al., 2003; Yoo et al., 2003). Il est aussi intéressant de noter qu’un axe SGK1 / IL17A a été 
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décrit. En effet, la délétion de SGK1 dans les LT inhibe la différenciation des LTh17 via 

l’inhibition de la réabsorption de sodium (Wilck et al., 2019).  

En conclusion, le couple GILZ/SGK1, en association avec WNK1, semble jouer un rôle 

important dans la régulation des flux ioniques en modulant l’expression et la 

localisation de certains canaux (Figure 20). Ces données suggèrent que ces mécanismes 

puissent être impliqués dans la régulation des flux calciques dans les DC, en particulier 

compte tenu du rôle de SGK1 sur les canaux ORAI dans ces cellules. Finalement, le rôle 

démontré de GILZ sur la réponse au stress réticulaire (André et al., 2016, 2017) laisse 

penser que ce facteur pourrait impacter plus largement la réponse calcique dans les 

cellules, y compris au cours de réponses impliquant le SOCE, telles que la migration 

des DC. 

 

Figure 20 : Schéma des actions connues de GILZ sur la régulation des canaux ENaC 

dans le rein. SGK1 et GILZ sont induits en réponse aux corticoïdes comme la Dex et 

l’aldostérone. GILZ inhibe Ras et Raf-1 altérant ainsi la phosphorylation des ENaC par 

ERK. En parallèle, GILZ préserve SGK1 d’un adressage au RE associé à sa dégradation, 

phosphoryle et inhibe la fonction de Nedd4-L. Nedd4-L est une E3 ubiquitine ligase 

induisant la dégradation des ENaC phosphorylés. Figure adaptée de (Rashmi et al., 

2017) 
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En conclusion, GILZ pourrait réguler la migration des DC en contrôlant à la fois la 

signalisation via les ChR, la réponse des MAPK et la voie Akt. De plus GILZ pourrait 

contrôler l’entrée calcique cytosolique en modulant la fonction de la protéine SGK1. 

Finalement, son impact sur la macropinocytose laisse penser que la délétion de GILZ 

pourrit induire un biais dans la compétition macropinocytose / migration des DC 

immatures et limiter leur vitesse de migration.  
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5. Objectifs de la thèse  

 

Le contexte général de mon travail a été l’étude des mécanismes qui régulent la 

coordination des fonctions de migration des DC in vivo. En effet, la migration est 

essentielle dans toutes les étapes de la vie et de la fonction des DC et doit être finement 

régulée. Ainsi, les DC immatures alternent des phases de migration non orientée et 

d’arrêts associées à la capture antigénique, notamment la macropinocytose. Les DC 

matures inhibent la macropinocytose pour migrer vers les GL en suivant des gradients 

de chimiokines (CXCL12/CCL21) et activer les réponses lymphocytaires T.  

Mon laboratoire a développé deux modèles murins d’intérêt pour l’étude de la 

migration des DC. Le premier est un modèle de délétion conditionnelle de la protéine 

GILZ dans les DC (GILZko), initialement développé pour étudier les mécanismes 

d’induction de DC tolérogènes. De façon inattendue, les DC GILZko se sont avérées 

affectées dans leur fonction de macropinocytose, suggérant une possible altération 

plus générale des processus dépendant d’actine, dont la migration. Le second est un 

modèle de souris knock-in exprimant une forme mutée de CXCR4 (CXCR4+/1013) 

identifiée chez des patients atteint de syndrome WHIM. Ce récepteur présente un gain 

de fonction suite à la liaison de son ligand CXCL12, et offre la possibilité d’étudier 

l’importance de la régulation de la signalisation en aval de CXCR4, et notamment sa 

désensibilisation, pour la biologie des DC. Les patients atteints de syndrome WHIM 

ayant des lésions cutanées profuses causées par les papillomavirus humains, l’étude 

des DC cutanées dans ce modèle nous a paru pertinente.   

Dans ce contexte, mon premier objectif a été de déterminer si les DC cutanées GILZko 

et CXCR4+/1013 présentaient des altérations de leur capacité de migration vers les GL en 

utilisant des expériences de FITC painting [publications 1 & 2] . Dans les deux cas, des 

défauts de migration ont été identifiés.  

Mon deuxième objectif a été d’explorer les mécanismes expliquant ces défauts. Pour 

cela, j’ai notamment cherché à comprendre quel(s) paramètre(s) de la migration des 

DC était affecté(s) en étudiant leur vitesse de migration en micro-canaux et/ou leur 
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chimiotaxie en chambre de transwell. Dans le modèle GILZko, une étude 

transcriptomique des DC combinée avec une analyse de la littérature nous a conduits 

à explorer l’hypothèse d’une altération de la régulation de la réponse calcique 

[publication 2].  Dans le modèle CXCR4+/1013, nos résultats suggèrent que l’effectif 

réduit de DC cutanées migrant aux GL pourrait résulter d’un piégeage de ces cellules 

dans le derme riche en CXCL12 [publication 1]. 

Enfin, mon dernier objectif a été d’étudier les conséquences physiopathologiques de 

ces défauts de migration des DC cutanées. J’ai donc étudié les réponses immunitaires 

anti-tumorales et au cours de la DTH dans les souris GILZko, et notamment 

l’accumulation des Treg. Mes résultats montrent une exacerbation de l’inflammation 

cutanée dans le modèle de DTH chez les souris GILZko, associée à une réduction de 

l’effectif de Treg. Dans les tumeurs, le moindre effectif de Treg rapporté dans les souris 

GILZko ne suffisait pas à réduire la croissance tumorale. Ces données, encore 

incomplètes, ne seront pas présentées dans ce manuscrit [en préparation]. Dans le 

modèle CXCR4+/1013, les DC migrantes retrouvées dans les GL présentaient un 

phénotype hyperactivé, suggérant que seules les DC les plus matures pourraient se 

libérer du signal exacerbé induit par CXCL12 présent dans le derme pour rejoindre les 

GL. Ceci était associé à une inflammation cutanée accrue dans un modèle de dysplasie 

induite par HPV16 [publication 2].  
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II. RESULTATS 

Article 1 

Titre : 

La signalisation via CXCR4 contrôle la localisation et l’activation des cellules 

dendritiques à l’homéostasie et au cours de l’inflammation. 

 

Situation : en révision pour le journal Blood. 

 

Participation : Co-premier auteur. J’ai réalisé et analysé les expériences de FITC 

painting présentées dans le manuscrit après avoir validé le protocole. J’ai participé aux 

expériences dont sont issues les figure 5, 6 et 7 du manuscrit, incluant l’analyse des DC 

cutanées et des GL. J’ai contribué à la rédaction des parties du manuscrit 

correspondantes et vais réaliser les expériences demandées dans le cadre de la révision.  

 

Rationnel de l’étude :  

Les DC expriment toute le ChR CXCR4, mais son rôle dans leur biologie reste peu 

étudié. Pour analyser ce rôle, nous avons utilisé des souris  knock-in pour une version 

mutée de CXCR4 (Cxcr4+/1013) retrouvée chez les patients atteints de syndrome WHIM 

(SW). Cette mutation entraine la perte de la partie C-terminale du ChR, empêchant sa 

désensibilisation à la suite de la fixation de CXCL12 et cause un gain de fonction. Ce 

modèle permet de mieux comprendre le rôle de la signalisation de CXCR4 dans la 

fonction des pDC et des cDC.  

 

Résultats :  

Premièrement, cette étude montre que les pDC, mais pas les cDC, sont réduites en 

nombre et fréquence dans le sang de patients atteints de SW, en contradiction partielle 

(pour les cDC) avec l’étude de Tassone et al. (Tassone et al., 2010). Ces résultats sont 

retrouvés chez la souris Cxcr4+/1013. Le fait que le % de pDC est accru dans la moelle 

osseuse de souris Cxcr4+/1013 comparativement à leurs contrôles et que l’inhibition 
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compétitive (AMD3100) de la fixation de CXCL12 normalise rapidement (2h) le nombre 

de pDC dans le sang, suggèrent que la désensibilisation de CXCL12 est importante 

pour la sortie des pDC de la moelle, mais pas pour leur développement. 

Fonctionnellement, la désensibilisation de CXCR4 ne semble pas contrôler la capacité 

des pDC murines à s’activer et produire les IFN I, ni à activer les cellules NK dans un 

modèle d’inflammation induite par une injection de CpG. Cependant la fonction de 

CXCR4 serait importante dans le contrôle de l’activation des pDC en réponse aux 

monoamines, du moins chez l’Homme (Smith et al., 2017). Concernant les cDC, cette 

étude démontre que le nombre de cDC circulantes dans le sang de patients WHIM et 

des souris Cxcr4+/1013 sont conservés par rapport aux donneurs sains et aux souris CTRL. 

De plus, un nombre similaire de cDC résidentes différenciées est retrouvé dans les 

tissus lymphoïdes et non lymphoïdes, suggérant que la désensibilisation de CXCR4 

n’est pas essentielle au développement et à la différenciation des cDC. En revanche, la 

migration des DC cutanées vers les GL, étudiée par FITC painting, est réduite dans les 

souris Cxcr4+/1013. Ceci est associé à une activation accrue des DC Cxcr4+/1013 en 

comparaison de leurs contrôles. 

Le SW est associé avec une susceptibilité accrue des patients à la pathogenèse causée 

par les Human Papilloma Virus (HPV) muqueux et cutanés. Des modèles murins de 

pathogenèse associée aux HPV existent, comme la souris K14-HPV16 (Arbeit et al., 

1994) . Ces souris expriment les protéines précoces « early » du virus HPV16 dans les 

kératinocytes. Ces souris développent des dysplasies et des lésions cutanées. Nous 

avons donc développé un modèle de souris K14-HPV-Cxcr4+/1013 pour étudier l’impact 

du gain de fonction de CXCR4 sur l’homéostasie cutanée et notamment la migration 

et l’activation des DC. Dans le contexte de l’inflammation chronique, il n’y a pas d’effet 

majeur du gain de fonction de CXCR4 sur l’activation ni l’effectif des DC dans la peau, 

mais celle-ci est plus épaisse chez les souris K14-HPV-Cxcr4+/1013 que chez les souris 

K14-HPV suggérant une augmentation de l’inflammation chronique. Comme à 

l’homéostasie, le gain de fonction de CXCR4 diminue la migration des DC depuis la 
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peau vers les GL des souris K14-HPV et provoque l’arrivée aux GL de DC hyper-activées. 

Cette activation n’est pas reproduite in vitro et serait donc dépendante de 

l’environnement tissulaire. Cela nous a fait conclure que seules les DC Cxcr4+/1013 les 

plus activées sont capables de d’échapper à la rétention médiée par CXCL12 dans le 

derme ou les lymphatiques. Cela pourrait contribuer aux défauts d’immunité cutanée 

chez les patients atteints de SW. 

 

Figure 21 : Schéma récapitulatif des résultats obtenus dans l’article 1. Dans cet article 

nous montrons que le gain de fonction du récepteur CXCR4 diminue la sortie des pDC 

différenciée de la moelle osseuse vers le sang. En outre, nous montrons que cette 

mutation limite la migration des DC de la peau vers les GL pour l’ensemble des sous-

population de DC cutanées. Finalement, le gain de fonction de CXCR4 induit 

l’augmentation de l’activation des DC migrantes dans les GL selon un mécanisme 

dépendant de l’environnement. Les rectangles rouges représentent les résultats 

obtenus dans les cellules / souris cxcr4+/1013 en comparaison des souris CTRL. 
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Abstract 51 

Proper dendritic cell (DC) location warrants their function and requires tightly controlled action 52 

of chemokine receptors. All DC subsets express CXCR4, but the genuine contribution of this 53 

receptor to their biology remains overlooked. To address this question, we took advantage of 54 

natural CXCR4 mutants resistant to CXCL12-induced desensitization and harboring a gain of 55 

function that cause the WHIM Syndrome (WS), a rare immunodeficiency associated with high 56 

susceptibility to Human Papillomavirus (HPV) pathogenesis. We report reduction of circulating 57 

pDC in WHIM patients, while conventional DC are preserved. This pattern is reproduced in an 58 

original mouse model of the WS, enabling us to show that circulating pDC defect can be 59 

corrected upon CXCR4 blockade and that pDC differentiation and function are preserved 60 

despite CXCR4 dysfunction. We further identify proper CXCR4 signaling as a critical 61 

checkpoint for DC migration from skin to lymph nodes, with corollary alterations of DC 62 

activation state and tissue inflammation in a model of HPV-induced dysplasia. Beyond 63 

providing new hypotheses to explain WHIM patient susceptibility to HPV pathogenesis, our 64 

work unravels that proper CXCR4 signaling sets up a migration threshold controlling DC egress 65 

from CXCL12-containing environments and highlights the critical and subset-specific 66 

contribution of CXCR4 signaling to DC biology.  67 
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Introduction 68 

Dendritic cells (DC) are key immune players controlling tolerance and immunity (1). Three 69 

main DC subsets have been identified in both human and mouse, based on ontogenic, 70 

phenotypic and functional criteria (2-5). They encompass plasmacytoid DC (pDC) and 71 

conventional DC (cDC) that are further subdivided in type 1 and 2 cDC according to the T-cell 72 

responses they induce (3, 4). DC originate in the bone marrow (BM), either as fully 73 

differentiated pDC that arise from both lymphoid and myeloid progenitors (5-7) or as myeloid-74 

derived cDC precursors (pre-cDC) that complete their differentiation after reaching peripheral 75 

tissues (PT) or lymphoid organs (LO) (3, 8). Langerhans cells (LC) (9) and DC derived from 76 

monocytes in inflammatory settings (10) form additional DC-like subsets that collaborate with 77 

bona fide DC to shape innate and adaptive immune responses. pDC act as circulating sentinels 78 

that enter either the T-cell area of secondary lymphoid organs (SLO) or PT (11) and play a 79 

prominent role in antiviral immunity upon interferon (IFN) secretion. Within PT, cDC and LC 80 

collect antigens and sense potential dangers, before trafficking to SLO as migratory (mig) DC 81 

and LC, where they reach the T-cell zone to prime and polarize adaptive immune responses 82 

together with resident DC (resDC) and pDC (12, 13). These functions critically depend on the 83 

appropriate distribution of pDC and pre-cDC across tissues, as well as on cDC and LC 84 

patrolling and directed migration to the LN (14). While CCR7 and its ligands CCL19 and 85 

CCL21 form the main chemokine (CK) receptor-CK axis controlling pDC and cDC migration 86 

to and inside SLO (13, 15-17), additional CK and their receptors are proposed to regulate their 87 

location at steady state and in inflammatory settings (11, 13), among which CXCR4 and its sole 88 

CK ligand CXCL12 (12, 13, 18-20).  89 

CXCR4 is a Gαi protein-coupled receptor (12), broadly expressed including in all DC subsets, 90 

whose activation by CXCL12 is essential for myelopoiesis (21). The widespread CXCL12 (22) 91 

is highly produced by stromal cells (e.g. dermal fibroblasts and BM-derived mesenchymal 92 

cells) as well as by endothelial cells and DC (23-28). Genetic deletion and pharmacological 93 
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blockade have shed light on CXCR4 role in pDC differentiation (29, 30), pDC and pre-cDC 94 

retention in the BM (31, 32) and pDC (33), LC (34) and cDC migration (12, 26, 35). Additional 95 

insights regarding the importance of CXCR4 in DC were obtained from the WHIM syndrome 96 

(WS), a rare immunodeficiency mainly caused by heterozygous autosomal CXCR4 mutations 97 

that lead to CXCR4 carboxyl-terminal domain truncation and subsequent gain of function and 98 

impaired desensitization (25, 36, 37). WS manifests by panleukopenia (38, 39) and profuse 99 

intractable cutaneous as well as genital Human Papillomavirus (HPV)-induced warts that often 100 

evolve towards carcinoma (25, 40, 41, 42 , 43, 44). Tassone et al. reported quantitative defects 101 

of DC in WHIM patients and suggested that poor type I IFN responses could contribute to their 102 

susceptibility toward HPV pathogenesis (45). While these observations point to an important 103 

contribution of the CXCR4/CXCL12 signaling axis in DC biology, its specific role in DC 104 

subsets as well as genuine contribution to their functions remain largely overlooked. 105 

Here, we have used WS-associated CXCR4 dysfunction (i.e. gain of function and impaired 106 

desensitization) as a tool to shed light on the contribution of the CXCL12/CXCR4 signaling 107 

axis to DC subset homeostasis and function. We conducted our study using samples from both 108 

WHIM patients and Cxcr4+/1013 knock-in mice that replicate WS-associated immune-109 

hematological defects (25, 46). We report reduced numbers but preserved function of peripheral 110 

pDC in the context of CXCR4 dysfunction, the former likely explained by their entrapment in 111 

the BM. While cDC were quantitatively preserved in both WHIM patients and Cxcr4+/1013 112 

knock-in mice, LC and dermal DC migration to LN was markedly reduced at steady state as 113 

well as in a mouse model of HPV-induced dysplasia. In addition, Cxcr4+/1013 migDC recovered 114 

from LN were markedly more activated than their wildtype (WT) counterparts as a likely 115 

consequence of the selective egress of only the most activated DC from the skin of Cxcr4+/1013 116 

mice. Altogether, our results unravel the critical and specific importance of proper CXCR4 117 

signaling for pDC and cDC egress from CXCL12-containing environments and its profound 118 

impact on host immune homeostasis.   119 
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Results 120 

WHIM patients display quantitative defects in circulating pDC but not cDC 121 

We analyzed cDC1, cDC2 and pDC subsets in the blood of four unrelated WHIM patients and 122 

nine healthy controls. Patients were panleukopenic as expected (Figure 1A, upper panel; (42)). 123 

cDC and pDC counts and frequencies were differently affected in patients’ blood. Those of 124 

pDC were severely reduced (Figure 1, B and C), as previously reported (45). However, cDC1 125 

and cDC2 frequencies were slightly increased and preserved, respectively, and no significant 126 

quantitative defect was observed for these blood DC subsets (Figure 1, B and C), as opposed to 127 

the reduced percentages and counts reported by Tassone et al. for the whole myeloid DC subset 128 

(45). Thus, WS-associated mutations of CXCR4 were associated with a quantitative defect of 129 

circulating pDC but not cDC subsets in the blood of the four patients we analyzed.  130 

Cxcr4+/1013 mice reproduce WS-associated DC subsets alterations  131 

We next analyzed splenic DC subsets in knock-in Cxcr4+/1013 mice (Figure 2A) that harbor the 132 

previously described WS-associated CXCR41013 mutation (25) and model the gain of CXCR4 133 

function and panleukopenia reported in patients (46). Cxcr4+/1013 mice displayed reduced 134 

splenocyte numbers, as previously reported (Supplemental Figure 1A). Both pDC frequency 135 

and cellularity were reduced in Cxcr4+/1013 mice (Figure 2, B and C). In contrast, the frequency 136 

of splenic cDC was significantly increased in these mice (Figure 2B), resulting in an overall 137 

preservation of their number (Figure 2C), with no significant alteration in the relative 138 

proportion of cDC1 and cDC2 subsets (Supplemental Figure 1B). Cxcr4+/1013 pDC expressed 139 

CD4, CD8a, CD9 and CCR9 similarly as control pDC, but encompassed a subset of cells 140 

expressing low levels of SiglecH (Supplemental Figure 2A), which might reflect a bias toward 141 

myeloid pDC-like cells (7). Cxcr4+/1013 pDC and cDC displayed enhanced chemotaxis towards 142 

CXCL12 in transwell assay, as T-cell (Supplemental Figure 2B) and other immune cells (46) 143 

also did, which was blocked by the CXCR4-specific AMD3100 antagonist and was not 144 
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associated with altered CXCR4 cell surface expression level (Supplemental Figure 2C). Further 145 

analyses in inguinal LN and thymus also revealed drastic reductions of pDC frequencies and 146 

numbers in Cxcr4+/1013 mice as compared to their controls while LN resDC and thymic cDC 147 

frequencies were preserved (Figure 2, D-I and Supplemental Figure 1, C and D). Similar 148 

reduction in pDC frequency and counts was observed in the blood Cxcr4+/1013 mice, where 149 

reduced pre-cDC counts were also found (Supplemental Figure 3). Thus, in accordance with 150 

the observations made for blood DC of WHIM patients, Cxcr4+/1013 mice display alterations in 151 

the distribution of DC subsets, with a marked quantitative deficit of pDC, which prompted us 152 

to further investigate the impact of CXCR4 signaling on their differentiation and trafficking in 153 

vivo. 154 

CXCR4 dysfunction limits pDC egress from the BM while preserving their differentiation 155 

To determine whether the reduced peripheral Cxcr4+/1013 pDC number resulted from a defect 156 

in their production, we next analyzed BM pDC from Cxcr4+/1013 and control mice. The 157 

frequency of pDC was increased in the BM of Cxcr4+/1013 mice, albeit their total numbers 158 

remained similar to those of control mice (Figure 3, A and B) as a consequence of low BM 159 

cellularity (Supplemental Figure 1E). Pre-cDC frequencies and numbers were preserved. These 160 

data indicated that WS-associated CXCR4 dysfunction does not hamper pDC nor pre-cDC 161 

differentiation. CXCR4 blockade upon injection of AMD3100 led to peripheral mobilization 162 

of pDC and normalization of their circulating counts in Cxcr4+/1013 mice (Figure 3C), consistent 163 

with the hypothesis that Cxcr4+/1013 pDC are trapped in the BM. Of note, medullar pDC from 164 

Cxcr4+/1013 and control mice similarly expressed low levels of CXCR4 (Supplemental Figure 165 

4A), ruling out the hypothesis that Cxcr4+/1013 pDC retention would result from increased 166 

CXCR4 cell membrane expression. Moreover, the frequency of proliferating cells was reduced 167 

among BM pDC from the Cxcr4+/1013 mice, whereas that of apoptotic cells was increased as 168 

compared to control mice (Supplemental Figure 4, B and C). These data supported the 169 

hypothesis that BM Cxcr4+/1013 pDC divide less and are more prone to apoptosis, as a potential 170 
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consequence of their retention in the BM. The latter process would account for the defect of 171 

pDC counts in the circulation and SLO, as described for Cxcr4+/1013 BM’s neutrophils (46), 172 

which confirms the reported role of CXCR4 in pDC egress from BM (31). 173 

To further investigate the contribution of CXCR4 to pDC trafficking, homing to and residency 174 

in LO, we established parabiosis between CD45.2 Cxcr4+/1013 and CD45.1 control mice (Figure 175 

3, D-F). While non-host chimerism was limited for pDC in the blood of parabionts (Figure 3E) 176 

in accordance with their short half-life in circulation (47, 48), it was 2-fold higher in Cxcr4+/1013 177 

parabionts than in WT ones. We interpreted this difference as a reflect of the reduced numbers 178 

of circulating Cxcr4+/1013 pDC (Fig. 3E). In contrast, such relative increase of WT over 179 

Cxcr4+/1013 pDC was observed neither in the BM nor in the spleen of Cxcr4+/1013 parabionts, 180 

raising the possibility that the CXCR4 dysfunction might affect pDC entry into these organs. 181 

We addressed this question by calculating spleen/blood ratios (i.e. cells in (non-)host 182 

organ/circulating cells in (non-)host blood) as previously done in (49), which allowed to 183 

normalize for cell chimerism. These ratios were similar for Cxcr4+/1013 and WT pDC whatever 184 

the genetic background of the spleen, pointing to similar entry and residency of these cells in 185 

this LO. This contrasted with non-classical Ly6Clo monocytes ratios (Figure 3F) that confirmed 186 

the previously reported impact of CXCR4 dysfunction on the trafficking of these cells (49). 187 

Thus, the peripheral quantitative defects in pDC in the context of CXCR4 dysfunction likely 188 

results from altered pDC egress from the BM, while their differentiation as well as entry and 189 

residency in the spleen are preserved. 190 

Cxcr4+/1013 pDC display efficient innate functions  191 

Most WHIM patients suffer from severe HPV-associated pathogenesis, suggesting impaired 192 

anti-viral responses. We thus investigated the impact of CXCR4 dysfunction on pDC functions. 193 

Upon TLR9 engagement by CpG DNA, pDC isolated from the spleen of Cxcr4+/1013 mice 194 

tended to produce less IFN-a than control pDC (Figure 4A, left panel). However, these cells 195 

survived less in the culture (Figure 4A, right panel) and were more prone to death than control 196 
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pDC, as suggested by the higher level of cleaved caspase 3 they harbored (Figure 4B). In 197 

addition, BM-derived pDC-like cells generated from Cxcr4+/1013 and control mice produced 198 

similar level of IFN-a upon TLR9 engagement (Figure 4C). Together, these experiments 199 

suggest that Cxcr4+/1013 pDC display preserved IFN-a responses.  200 

We next tested the impact of CXCR4 dysfunction on the capacity of pDC to initiate innate 201 

immune responses in vivo, in a model of CpG-induced inflammation in which pDC are 202 

instrumental for both myeloid cell recruitment to the peritoneum and NK cell activation (50). 203 

Upon CpG injection, both Cxcr4+/1013 mice and their controls showed increased cellularity as 204 

well as marked changes in the type of cells recovered in peritoneal lavages as compared to the 205 

vehicle (Veh) treated mice (Figure 4, D and E). Albeit three-fold less pDC were present in the 206 

peritoneum of Cxcr4+/1013 than of WT CpG-injected mice, the recruitment of inflammatory 207 

myeloid cells as well as the decrease in resident macrophages were in a similar range in these 208 

mice (Figure 4F). Accordingly, the concentrations of inflammatory chemokines were similarly 209 

increased in the sera of Cxcr4+/1013 and WT CpG-injected mice (Figure 4G). Furthermore, 210 

splenic pDC from these mice overexpressed MHC2 molecules and CD86 at equivalent levels 211 

(Figure 4, H and I). Moreover, CD69+ activated NK cells were also detected at similar 212 

frequency in these mice (Figure 4J). Thus, despite quantitative defect, Cxcr4+/1013 pDC got 213 

recruited into the peritoneum, activated and initiated a systemic inflammation upon TLR9 214 

engagement in vivo as their WT counterparts did, supporting the conclusion that CXCR4 215 

desensitization is dispensable for their innate functions.  216 

CXCR4 dysfunction promotes skin inflammation without affecting DC activation state 217 

Considering the skin-associated symptoms that manifest in WHIM patients, we next 218 

investigated the impact of CXCR4 dysfunction on skin DC subsets and LC. We used K14-219 

HPV16 transgenic mice (51-53) that model the HPV-induced epidermal lesions and chronic 220 

inflammation.  The marked increase in flank epidermis thickness of HPV-transgenic mice was 221 

worsened in the Cxcr4+/1013 background (Figure 5A) and associated with higher numbers of 222 
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dermal CD3+ T cells as compared to HPV mice (53), which were CD3dim as expected (54) 223 

(Supplemental Figure 5, A-C). 224 

These observations suggested an increased inflammation in the skin of K14-HPV16 Cxcr4+/1013 225 

(HPV+/1013) mice as compared to their WT counterparts (HPV). In epidermal sheets, LC 226 

density was diminished in the context of HPV-induced dysplasia and their round morphology 227 

with short dendrites reflected their activation, independently of CXCR4 functioning (Figure 228 

5B). We next analyzed DC subsets and LC in skin cell suspensions (Supplemental Figure 5D). 229 

pDC were very rare in the skin of these mice, whatever their genotype (not shown). HPV-230 

induced dysplasia led to an accumulation of both DC subsets and LC (Figure 5D). The 231 

frequencies of cDC1, cDC2 and LC among CD45+ cells and their numbers per mg of tissue did 232 

not differ according to CXCR4 genotype, albeit cDC1 and LC tended to accumulate more in 233 

HPV+/1013 than in HPV mice (Figure 5, C and D). In the HPV context, MHC2 molecules 234 

expression levels were decreased in cDC2 and LC, while such reduction was observed in cDC1 235 

from HPV but not HPV+/1013 mice (Figure 5, E and F, upper panels). CD80 expression levels 236 

were upregulated in cDC1, cDC2 and LC from HPV and HPV+/1013 mice, as those of CD86 237 

in LC and cDC1 (Figure 5, E and F, middle and lower panels). Taken together, these results 238 

show that skin DC compartment is generally preserved in the Cxcr4+/1013 context, in terms of 239 

both quantity and activation state, despite the worsening of HPV-associated skin inflammation 240 

in the context of CXCR4 dysfunction. 241 

Skin DC and LC migration is impaired by CXCR4 dysfunction 242 

We next assessed the impact of CXCR4 dysfunction on the migration of skin DC to draining 243 

lymph nodes (SDLN) (Figure 6A). Both the frequency and number of migDC were reduced in 244 

the SDLN of Cxcr4+/1013 (extending results presented in Figure 2D) and HPV+/1013 mice as 245 

compared to their control counterparts (Figure 6, A-C). To address whether the reduction in 246 

migDC numbers resulted from a defect in Cxcr4+/1013 DC migration to SDLN, we performed 247 

FITC painting experiments in Cxcr4+/1013 and WT mice (Figure 6D). In support of this 248 
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hypothesis, the number of FITC-positive (FITC+) migDC1 and migDC2 + LC recovered from 249 

the SDLN of Cxcr4+/1013 mice was strongly reduced (Figure 6E), similarly to that of the FITC-250 

negative (FITC-) DC. This diminution was not associated with reduced CCR7 or CXCR4 251 

expression levels (Figure 6F). Altogether, these results point to a role for CXCR4 in skin DC 252 

migration to and/or entry in SDLN from Cxcr4+/1013 mice, both at steady state and in the course 253 

of acute (i.e. FITC-treatment associated) as well as chronic (i.e. HPV-induced) inflammation.  254 

CXCR4 dysfunction fosters the arrival of highly activated migDC to SDLN   255 

We further questioned the role of CXCR4 in the activation state of migDC. MigDC from HPV 256 

mice displayed reduced MHC2 molecules levels as compared to WT mice (Figure 7, A and B), 257 

in accordance with the tolerogenic phenotype previously reported in HPV-transgenic mouse 258 

models (55, 56). ResDC and pDC from HPV mice also displayed lower MHC2 molecules levels 259 

than their controls (Figure 7, B and C), pointing to a systemic effect of HPV-induced 260 

inflammation on DC subset activation state. In marked contrast, MHC2 molecules levels were 261 

not decreased in migDC, resDC and pDC from HPV+/1013 mice. Moreover, migDC from 262 

HPV+/1013 mice displayed an activated phenotype with higher expression levels of CD80 and 263 

CD86 than those from HPV mice. Such increase of costimulatory molecules as well as CCR7 264 

expression affected both migDC1 and migDC2 + LC cells, albeit it was statistically significant 265 

only in migDC1 (Figure 7 D). Remarkably, this pattern was also found in migDC from 266 

Cxcr4+/1013 mice, suggesting that it did not solely result from the increase in skin inflammation 267 

we report in HPV+/1013 mice (Supplemental Figure 5). This prompted us to investigate 268 

whether Cxcr4+/1013 DC were intrinsically more prone to activation than their WT counterparts. 269 

cDC1-like and cDC2-like BMDC generated from Cxcr4+/1013 and control mice were similarly 270 

activated by TLR4 and TLR8 agonists, whether or not CXCL12 was added to the culture 271 

medium to activate CXCR4 (Figure 7E). Altogether, these experiments suggest that the 272 

increased activation level of DC in the LN from Cxcr4+/1013 mice does not result from an 273 
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intrinsically higher capacity to get activated, but rather from their altered dynamics of 274 

migration.    275 
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Discussion 276 

In this study, we have taken advantage of patient-derived CXCR4 dysfunction associated with 277 

high susceptibility toward HPV pathogenesis to investigate the role of CXCR4 in DC biology. 278 

Our results identify prominent and subset-specific effects of CXCR4 on DC distribution and 279 

function, that underpins adequate immune homeostasis and function. They notably reveal that 280 

the CXCL12/CXCR4 axis sets a threshold for both pDC egress from the BM to the periphery 281 

and cDC migration from the dermis to SDLN, which has profound impact on migDC activation 282 

state.  283 

Our results provide the first demonstration that CXCR4 activity regulates the abundance of 284 

peripheral pDC both in human and mouse, presumably through the control of pDC egress from 285 

the BM but does not alter their entry nor residency in the spleen. We rule out the hypothesis 286 

that the peripheral pDC reduction in Cxcr4+/1013 mice results from a defect in their production, 287 

as pDC frequencies are increased and their number preserved in the BM. Nevertheless, a 288 

qualitative change in the pDC compartment with a bias toward myeloid differentiation (7) could 289 

explain the fact that spleen pDC from Cxcr4+/1013 mice express lower SiglecH levels than their 290 

WT counterparts. Chopin et al. (31) had previously reported that the level of CXCR4 expression 291 

by pDC regulates their retention in the BM. Our study shows that WS-associated CXCR4 292 

dysfunction mimics the consequences of defective CXCR4 downregulation observed upon 293 

RUNX2 deletion in pDC, thus highlighting the critical importance of the proper regulation of 294 

CXCR4/CXCL12 signaling axis in pDC trafficking. In a model of CpG-induced inflammation 295 

that strictly depends on pDC (50), we demonstrate that Cxcr4+/1013 pDC can be mobilized and 296 

activated upon acute stimulation in vivo, and that they are able to induce inflammatory 297 

responses and activate NK cells to the same extend as WT pDC. In addition, Cxcr4+/1013 pDC 298 

produce IFN-a upon TLR9 engagement as efficiently as their control counterparts. Thus, our 299 

results do not support intrinsic pDC dysfunction as the mechanism contributing to WHIM 300 
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patients’ susceptibility to infectious diseases, albeit reduced pDC numbers early in the course 301 

of infection might delay the setting up of immune responses.  302 

While our report regarding circulating pDC reduction in WHIM patients is in accordance with 303 

previous findings from Tassone et al., it opposes to their conclusion that circulating cDC 304 

frequency and number decrease in these patients (45). Indeed, our analysis of circulating DC 305 

frequency identifies an increase for cDC1 and a preservation for cDC2 in WHIM patients as 306 

compared to healthy donors, and their numbers were preserved as well. This discrepancy might 307 

be explained by the fact that we used a more complete antibody panel than Tassone et al. to 308 

identify cDC1 and cDC2 subsets. Supporting and extending our data in human, the frequency 309 

of cDC was increased in the spleen of Cxcr4+/1013 mice. These results are consistent with the 310 

preserved myeloid differentiation previously reported in these mice and may also partly result 311 

from local extramedullar hematopoiesis (57). Our data further show that the numbers, but not 312 

frequencies, of circulating pre-cDC were reduced by CXCR4 dysfunction, which is in 313 

accordance with the role reported for CXCR4 in their retention in the BM (32, 58). 314 

Nevertheless, the resDC compartment was overall preserved in both lymphoid and non-315 

lymphoid tissues from Cxcr4+/1013 mice, in support of efficient local differentiation of pre-cDC 316 

and, in the skin, as a possible result of cDC entrapment and accumulation.  317 

WHIM patients suffer from severe and persistent skin infections, including HPV-induced warts 318 

(39, 42-44) and CXCR4 has been reported to regulate LC and dermal DC migration to dermis 319 

and LN, respectively (26, 34). Our results show that the WS-associated CXCR4 dysfunction is 320 

associated with a marked reduction in DC and LC migration from skin to SDLN, with a 321 

tendency for cDC1 and LC accumulation in the context of HPV-induced inflammation. This 322 

could be due to DC and LC entrapment in the dermis where CXCL12 is produced (23-28), 323 

despite their expression of CCR7 and as a consequence of a possibly skewed balance between 324 

several chemotactic signals. In support of this hypothesis, Ricart et al. have reported that in 325 

vitro counter-gradients of CXCL12 and CCL19/CCL21 can result in the homing of DC in a 326 
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central zone, where chemokine-derived signals are balanced (59). Moreover, the levels of 327 

CXCL12 were shown to be higher in the dermis of Cxcr4+/1013 mice as compared to their 328 

controls (27), suggesting that DC entrapment could arise from the combined effect of high 329 

CXCL12 quantities in the dermis and exacerbated CXCR4-dependent signaling. As CXCL12 330 

was shown to be expressed by endothelial cells from lymphatics (26), migDC may also be 331 

trapped in these vessels on their way to LN. Altogether, our data suggest that proper CXCR4 332 

regulation controls skin immune homeostasis by setting up a threshold for cDC and LC 333 

migration from the dermis to SDLN.  334 

Strikingly, CXCR4 dysfunction is associated with a profound alteration in the activation level 335 

of the DC subsets and LC recovered from SDLN, with specific features in steady state and 336 

chronic (i.e. HPV-induced) inflammation. Firstly, CXCR4 dysfunction results in increased 337 

expression of co-stimulatory molecules by migDC, but not by resDC nor pDC, recovered from 338 

SDLN. This occurs both at steady sate and in the context of HPV-induced inflammation, ruling 339 

out the hypothesis that the high activation level of migDC is simply due to the increased 340 

inflammation we observe in the skin of HPV+/1013 mice. Upon in vitro stimulation, DC 341 

derived from Cxcr4+/1013 mice were similarly activated as their WT counterparts, whether 342 

CXCL12 was added to the culture medium or not, suggesting that the increased activation level 343 

of Cxcr4+/1013 migDC in SDLN is not intrinsically programmed. Accordingly, the phenotype 344 

analysis of skin DC and LC did not reveal major differences between mice harboring CXCR4 345 

dysfunction and their WT counterparts. Thus, we propose that the high expression of co-346 

stimulatory molecules by Cxcr4+/1013 migDC would result from a stringent selection of skin DC 347 

exiting from the skin, meaning that only the most activated ones would be able to quit the 348 

CXCL12-enriched dermis and reach the LN. Secondly, CXCR4 dysfunction also markedly 349 

impacts on MHC2 molecules expression by SDLN DC in the context of chronic inflammation. 350 

Indeed, HPV-induced inflammation was associated with a marked down-regulation of MHC2 351 

molecules expression by skin DC, as expected from previous studies using HPV16 E7-352 
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transgenic mice (55, 56) and independently of CXCR4 status. Such tolerogenic state of DC was 353 

reported to promote skin graft tolerance (60) and could be part of the escape mechanisms 354 

developed by HPV to limit anti-viral responses. However, while MHC2 molecules 355 

downregulation was also present in SDLN migDC, resDC and pDC of HPV mice, this pattern 356 

was not found in either of these subsets in the context of CXCR4 dysfunction (i.e. HPV+/1013 357 

mice). This lack of  tolerogenic profile affecting all LN DC might be a distal consequence of 358 

the exacerbated skin inflammation we show here and reported previously in HPV+/1013 mice 359 

(53). This worsening of HPV-induced pathogenesis might arise from the cumulative effects of 360 

the mutant CXCR4 pro-carcinogenetic properties in keratinocytes (61, 62) and impact on 361 

stromal and immune cells, which could be further fostered by highly activated migDC 362 

promoting inflammation in HPV+/1013 mice. 363 

The alterations in DC biology we report here in the context of CXCR4 dysfunction may provide 364 

mechanistic clues to explain the high susceptibility of WHIM patients to HPV-induced 365 

pathogenesis. Indeed, the reduction in DC numbers reaching SDLN combined with their high 366 

activation level due to CXCR4 dysfunction might hamper HPV-specific T-cell responses 367 

involved in lesion control (63). Thus, an inefficient priming of HPV-specific T-cell responses 368 

due to scarce numbers of DC reaching the LN (64) combined with the previously reported 369 

defective DC-T cells interactions when T cells express WS-associated CXCR4 mutations (65) 370 

could contribute to the development and persistence of widespread warts. Moreover, while 371 

resident memory T cells (Trm) are involved in the local control of HPV (66), excessively 372 

activated DC may be defective at CD8 T-cell preconditioning for Trm differentiation (67). 373 

Inadequately activated DC may also prime inappropriate T-cell responses or fail in tolerance 374 

induction (68, 69). In support of the hypothesis that CXCR4 dysfunction can exacerbate 375 

immune responses, an increase in the generation of antigen-specific plasma cells was reported 376 

in the SLO of Cxcr4+/1013 mice, albeit it did not allow for long-term humoral protective 377 

immunity (70). This opens up the possibility that WHIM patients, who often develop skin 378 
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inflammatory conditions (43), might paradoxically suffer from a lack of tolerance towards their 379 

skin microbiota, which includes HPV virome (71, 72), combined with defects in the mounting 380 

of anti-infectious immune responses.  381 

A functional restoration of the DC compartment might explain the spontaneous cure of HPV-382 

induced warts reported in a WHIM patient who fortuitously lost the mutated CXCR4 allele in a 383 

single myeloid progenitor that eventually repopulated the complete myeloid repertoire (40). 384 

Indeed, the critical role of DC in the priming of adaptive immune response argues in favor of a 385 

major contribution of skin DC migration recovery to the beneficial effects of this chromothriptic 386 

event (73), albeit other myeloid cells might also have played a role. Our work also suggests that 387 

normalizing the traffic of pDC as well as of skin DC and LC, together with their activation by 388 

TLR7 engagement, could be part of the mechanisms accounting for the beneficial effects of 389 

WHIM patients’ treatment with AMD3100 combined with imiquimod on HPV-induced lesions 390 

and HPV cancer progression (74), while either treatment is inefficient when used alone (43).  391 

In conclusion, our results unravel the critical control exerted by CXCR4 functioning on DC 392 

egress from CXCL12-containing environments and its consequence on DC biology. In addition 393 

to providing mechanistic cues that may explain WS physiopathology, our work sheds light on 394 

the basic mechanisms that control pDC homeostasis as well as dermal DC and LC function and 395 

on the profound impact of skin DC migration dynamics on their activation state and thus their 396 

capacity to initiate well-balanced immune responses.   397 
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Methods 398 

Mice 399 

Cxcr4+/1013 mice harboring a heterozygous mutation of the Cxcr4 gene on the C57BL/6J and 400 

FVB/N genetic backgrounds were previously described (46, 53). K14-HPV16 transgenic mice 401 

expressing HPV early genes under the control of the keratin 14 promoter (51, 52) were obtained 402 

from the NCI mouse repository and maintained on the FVB/N genetic background. K14-403 

HPV16 Cxcr4+/1013 mice were obtained by crossing Cxcr4+/1013 FVB/N mice with K14-HPV16 404 

mice (53). Cxcr4+/1013 mice were genotyped by PCR (KAPA mouse genotyping kit, Sigma-405 

Aldrich) (46). Except the parabiosis experiments, all experimental procedures were conducted 406 

in the AnimEx animal facility (agreement no. B 92-023-01) in accordance with the European 407 

Union’s legislation regarding the use of laboratory animals and approved by the Institutional 408 

Animal Care and Ethic Committee CEEA26 (Institut Gustave Roussy, France). Parabiosis 409 

experiments were performed in the Biological Resource Centre (BRC) of A* STAR, under the 410 

approval of the Institutional Animal Care and Use Committee of the BRC, in accordance with 411 

the guidelines of the Agri-Food and Veterinary Authority (AVA) and the National Advisory 412 

Committee for Laboratory Animal Research of Singapore. Data were obtained from 7-14-week-413 

old male and female mice, in experiments comparing Cxcr4+/1013 and HPV+/1013 mice to their 414 

littermate Cxcr4+/+ and HPV controls. 415 

Parabiosis  416 

Female CD45.2 Cxcr4+/1013 and CD45.1 control mice were anesthetized using 2.5% Avertin 417 

(15 mL/kg) and surgically joined as previously described (49). Mice were then injected 418 

subcutaneously with Baytril and Buprenorphine (0.05-2 mg/kg and 5-20 mg/kg respectively). 419 

After 8 weeks, blood was recovered from each parabiont. Spleen and BM were harvested after 420 

perfusion. The blood volume present in each individual mouse was calculated using the 421 

formula: blood volume (mL) = 0.0715 x body weight (g) (75). Spleen/blood ratios were 422 
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calculated as the number of cells in (non-)host organ divided by the number of cells in (non-423 

)host blood, as described by Chong and colleagues (49). 424 

In vivo blood cell mobilization 425 

Mice were injected intraperitoneally with AMD3100 (0.4 or 0.8 mg/kg; Sigma-Aldrich) or 426 

PBS. Two hours later, peripheral blood was collected, red blood cells were lysed and leucocytes 427 

were labeled for flow cytometry. 428 

FITC painting assays 429 

Two days before FITC application, mice abdomens and flanks were shaved. At day 0, a solution 430 

of FITC (1 mg/mL in acetone; Merck) was mixed v/v with Dibutylphthalate and 100 µL were 431 

applied on mice abdomen. Mice were euthanatized 24h later and inguinal LN were collected 432 

and prepared for flow cytometry. 433 

Mouse samples isolation 434 

Blood was recovered from anesthetized mice at the retro-orbital sinus. For spleen and LN, 435 

single cell suspensions were prepared upon incubation with collagenase D (1 mg/mL, Roche) 436 

for 30 minutes. BM cells were recovered by flushing the femurs and tibia with PBS. Peritoneal 437 

cells were recovered using PBS- EDTA (2 mM). Ear skin cell isolation was performed as 438 

previously described (54). Dorsal and ventral halves of ear skin were incubated dermal side 439 

down in dispase (2.5 U/mL, Gibco) for 90 min at 37ºC. Epidermis and dermis were separated 440 

and cut into small pieces, then digested in 1 mg/mL collagenase D and 12.5 U/mL DNase I 441 

(Roche) for 1 h at 37ºC. Cell suspensions were further disrupted with 18-G syringes, incubated 442 

15 min at 37ºC and filtered through a 70 µm cell strainer. Cells were used for flow cytometry, 443 

functional tests or magnetic cell sorting with autoMACS using anti-CD11c and anti-PDCA-1 444 

MicroBeads (Miltenyi Biotec) according to manufacturer’s instructions. Flt3-L-derived BMDC 445 

were obtained using murine recombinant Flt3-L (R&D System) as described in Brasel et al. 446 
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(76). To differentiate CD103+ cDC1-like and CD11b+ cDC2-like BMDC, the protocol reported 447 

in Mayer et al. (77) using murine recombinant Flt3-L and GM-CSF was used. 448 

Epidermal sheets 449 

Epidermal sheets from ear skin were prepared as previously described (54). After splitting ears 450 

into dorsal and ventral halves, they were incubated dermal side down in 0.5 M ammonium 451 

thiocyanate for 30 min at 37ºC. Epidermal sheets were separated from the dermis and fixed in 452 

acetone for 20 min at -20ºC. Tissue was incubated with PBS 5% BSA (blocking buffer) for 1h 453 

at RT, then with anti-CD207 antibody at 4ºC overnight. After washing, epidermal sheets were 454 

incubated with anti-rat Alexa Fluor 594 secondary antibody and Hoescht 33342 and mounted 455 

on slides using Permafluor Mounting medium (ThermoFisher Scientific). Images were acquired 456 

with a confocal microscope (Leica SP8) and analyzed with ImageJ. 457 

Transwell assays 458 

Chemotaxis tests were done as previously described (46). Briefly, splenocytes were incubated 459 

for one hour at 37°C in resensitization medium (20 nM Hepes and 0,5% BSA in RPMI 1670 460 

medium). One million cells were distributed in the transwells (5 µm pore size) of a Corning 461 

Costar plate after filling the lower wells with 10 nM, 50 nM or 100 nM of CXCL12 (R&D 462 

Systems). AMD3100 (1 μM, Sigma-Aldrich) was added in control wells. After two hours of 463 

incubation at 37°C, cell migration was analyzed by flow cytometry. 464 

DC activation in vitro and in vivo 465 

Splenic pDC enriched by magnetic sorting (104 cells/well) and Flt3-L-derived BMDC (104 466 

cells/well) were stimulated in vitro with 2 µg of CpG-A 2216 (Invivogen, Cayla). For in vivo 467 

stimulation, mice were injected intraperitoneally with 20 µg of CpG-A 2216 in complex with 468 

30 µg of DOTAP liposome (Sigma-Aldrich) as previously described (50), while control mice 469 

received DOTAP only. For cDC1-like and cDC2-like activation, BMDC were incubated for 22 470 

hours with LPS-EK or ssRNA/LyoVec (100 ng/mL and 5 µg/mL, respectively; Invivogen). 471 
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Cytokine quantification 472 

IFN-a concentrations in cell supernatants and CCL2, CCL4 and CXCL10 concentrations in 473 

mouse serum were quantified using Mouse IFN alpha Platinum ELISA kit (eBioscience) and 474 

U-PLEX Chemokine Combo Mouse (Meso Scale Discovery), respectively.  475 

Flow cytometry  476 

Murine cells were suspended at 107 cells/mL in PBS-FCS 2%, incubated with anti-CD16/32 477 

(2.4G2 clone) monoclonal antibodies (mAb), and further stained for 30min at 4°C with 478 

adequate combinations of the mAbs (Supplemental Table 1) and dead cells were detected using 479 

Fixable Viability Dye eFluor® 506. For intracellular staining (CD207), cells were fixed (BD 480 

Bioscience® fixation permeabilization buffer) for 30 minutes at 4°C. Events were acquired on 481 

LSR Fortessa (BD Biosciences) flow cytometer and analyzed using the FlowJo Software (10.6 482 

version; Tree Star Inc.).  483 

Histology 484 

Ears or skin from the flank were fixed in 4% buffered paraformaldehyde (Fisher Scientific) for 485 

a minimum of 24 h, embedded in paraffin, and cut into 5-μm-thick sections. Sections were first 486 

deparaffinized, rehydrated, and stained with hematoxylin-eosin (HE). Slides were scanned by 487 

the digital scanner NanoZoomer 2.0-RS (Hamamatsu, Massy, France) using 40x objective and 488 

images were analyzed with the NDP.view2 software. 489 

Statistics 490 

Data are expressed as mean +/- SEM. Statistical analyses were performed using Prism software 491 

(GraphPad). The two-tailed Mann-Whitney test and paired t test were used to compare unpaired 492 

and paired data, respectively.  493 

Human samples 494 
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WHIM patients were recruited from the French Severe Chronic Neutropenia Registry (Pr J. 495 

Donadieu), approved by the “Commission Nationale de l’Informatique et des Libertés”. They 496 

provided written informed consent for genetic testing and inclusion in the registry. The four 497 

WHIM patients studied were carrying mutations in the CXCR4 gene (patient P1: c.1000C>T, 498 

p.Arg334* ; P2 and P3: c.1013dup, p.Ser339Ilefs*; and P4:c.1013C>G, p.Ser338*) and have 499 

been previously described (42, 57). Blood samples were collected in lithium-heparin coated 500 

tubes. For each patient’s sample treated, a sample from a healthy donor was collected at the 501 

same time and place for parallel analysis. Automated blood cell counting was performed. For 502 

DC immunophenotyping, 300 µL of whole blood were incubated with fluorochrome-503 

conjugated anti-human antibodies (Supplemental Table 1). After 30 minutes of staining at 4°C, 504 

OptiLyse C (Beckman Coulter, Villepinte, France) was added to eliminate red blood cells. 505 

Leukocytes were washed thrice with PBS and the whole sample was acquired on a LSR Fortessa 506 

cytometer (BD Biosciences). DC subpopulations were identified among CD3-CD19-CD14-507 

HLA-DR+ cells. Conventional DC1 (cDC1) were defined as CD11c+CD141+ cells, cDC2 as 508 

CD11c+CD1c+ cells and pDC as CD11c-CD303+ cells.   509 
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Figures 762 

 763 

Figure 1: WHIM patients harbor quantitative defects in pDC  764 
(A) Blood DC subsets were analyzed in WHIM patients and healthy donors. Representative pseudocolor 765 
dot plots obtained for the same volume of blood from one healthy control (Control) and one WHIM 766 
patient (WS) carrying the heterozygous CXCR4+/1013 mutation are shown. cDC2 were defined as 767 
CD11c+HLA-DR+CD1c+ cells, cDC1 as CD11c+HLA-DR+CD141+ cells and pDCs as CD11c-HLA-768 
DR+CD303+ cells. (B) The frequency of DC subsets among PBMCs (C) and their concentrations were 769 
measured for healthy controls (Control) and WHIM patients (WS). Each point represents an individual 770 
and lines indicate the mean ± SEM. B, n=9 Controls and n=4 WS, C n=7 Controls and n=4 WS. Statistics 771 
were done using two-tailed unpaired Mann-Whitney test. *p<0.05, **p<0.01.   772 
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 773 

Figure 2: Cxcr4+/1013 mice display reduced pDC pool in spleen, LN and thymus 774 
(A) Representative dot plots show the gating strategy for cDC1 (CD11chiCD317-CD11b-CD8+), cDC2 775 
(CD11chiCD317-CD11b+CD8-) and pDC (CD11cloCD317+B220+) identification in the spleens from 776 
Cxcr4+/1013 (+/1013) and littermate Cxcr4+/+ (WT) mice. The percentages of cDC, CD11cloCD317+ cells 777 
and pDC among singlets, cDC1 and cDC2 among DC are indicated. (B) Spleen cDC and pDC 778 
frequencies and (C) numbers were determined by flow cytometry (n=17 mice/group from 7 779 
experiments). (D, G) Representative dot plots showing pDC gating in inguinal LN (D) and thymuses 780 
(G) from +/1013 and WT mice. (E) Resident cDC (resDC, CD11chiCD317-MHCII+) and pDC 781 
(CD11cloCD317+B220+) frequencies and (F) numbers in inguinal LN from +/1013 and WT mice (n=12-782 
13 mice/group from 5 experiments). (H) cDC (CD11chiCD317-) and pDC (CD11cloCD317+B220+) 783 
frequencies and (I) numbers in thymuses from +/1013 and WT mice (n= 7-8 mice/group from 3 784 
experiments). Bar graphs show mean ± SEM. Mice were from the C57BL/6J genetic background. 785 
Statistics were done using two-tailed unpaired Mann-Whitney test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.   786 
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 787 

Figure 3: Peripheral pDC defect in Cxcr4+/1013 mice results from impaired CXCR4-788 
dependent pDC egress from BM 789 
(A) Representative dot plots show the gating strategy to identify pre-cDC (CD11cloCD317-gated on 790 
CD4-CD8-B220-CD11b+MHC2-/int live cells) and pDC (CD11cloCD317+ among B220+ live cells) in the 791 
BM of +/1013 and WT mice. (B) Pre-cDC and pDC frequencies (top bar graphs) and numbers (bottom 792 
bar graphs) in the BM of +/1013 and WT mice (means ± SEM; n=7-8 mice from 4 experiments for pre-793 
cDC; n=17 mice/group from 6 experiments for pDC frequency; n=10-11 mice from 4 experiments for 794 
pDC number). (C) Numbers of blood pDC, and Gr1+ cells assessed 2 hours after intraperitoneal injection 795 
of AMD3100 or PBS (means ± SEM; n=3 mice/group, one representative experiment out of 2). (D-F) 796 
Parabiosis experiments were performed with CD45.1 Cxcr4+/+ (WT, left parabiont) and CD45.2 797 
Cxcr4+/1013 (+/1013, right parabiont) mice. Blood, spleen and BM were analyzed 8 weeks later. 798 
Representative dot plots showing CD45.1 and CD45.2 expression in blood pDC from WT and +/1013 799 
parabionts (D, right). (E) Non-host chimerism in blood, spleen and BM from each parabiont. pDC were 800 
defined as CD3-Ly6G-CD11b-CD115-CD11cloCD317+Ly6C+B220+ live cells and Ly6Clo monocytes as 801 
CD3-B220-Ly6G-CD115+CD11b+CD317-Ly6Clo live cells. (F) Spleen/blood ratios of WT and 802 
Cxcr4+/1013 pDC and Ly6Clo monocytes calculated for the spleen of WT (white background) and 803 
Cxcr4+/1013 (gray background) parabionts (means ± SEM; n=5 pairs of mice). Mice were from the 804 
C57BL/6J genetic background. Statistics were done using paired t test. *p<0.05, **p<0.01, 805 
****P<0.001. 806 
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 807 
Figure 4: CXCR4 dysfunction does not alter pDC function  808 
(A) IFN-α secretion (left) by splenic pDC from +/1013 and WT mice stimulated with CpG-A (CpG) or 809 
not (-) for 18 hours. pDC numbers (right) at the end of the culture. Means ± SEM; n= 5-6 per group, 810 
cumulative data from 2 experiments. (B) Cleaved Caspase 3 levels in freshly isolated spleen pDC 811 
(CD11cintCD317+ live cells) from +/1013 and WT mice. Means ± SEM; n= 9 per group, cumulative data 812 
from 3 experiments. (C) IFN-α secretion by Flt3-L-derived pDC from +/1013 and WT mice stimulated 813 
with CpG-A for 18 hours. Means ± SEM; n= 2 per group, cumulative data from 2 experiments. (D-J) 814 
+/1013 and WT mice were injected with CpG-DOTAP (CpG) or DOTAP only (Veh). (D) 815 
Representative dot plot of the CD45+ cells recovered in the peritoneal lavage 24h after treatment. (E) 816 
Fold increase in the number of cells recovered in the peritoneal lavage, the reference being the WT Veh 817 
mice. (F) Number of pDC (CD45+CD11b-F4/80-CD11cloLy6C+CD317+B220+ live cells), resident 818 
macrophages (CD45+CD11bhiF4/80hiLy6G-Ly6Cint to hi live cells) and inflammatory myeloid cells (Infl. 819 
myeloid, CD45+B220-CD11b+F4/80lo to +Ly6Chi live cells) in the peritoneal lavage. (G) Serum cytokine 820 
levels at different time points. (H, I) Surface expression levels of MHC2 molecules (H) and CD86 (I) 821 
by splenic pDC (CD11cintCD317+B220+). Representative histograms (left) and fold increase in the MFI 822 
relative to WT Veh mice (right) are shown. (J) Surface expression of CD69 by splenic NK cells (CD3-823 
NK1.1+CD49b+ live cells). Representative dot plots (left), % of CD69+ NK cells (middle) and CD69 824 
MFI (right) are shown. (D-J) Means ± SEM; n= 5-6 per group, cumulative data from 3 experiments. 825 
Statistics were done using two-tailed unpaired Mann-Whitney test to compare Veh and CpG treated 826 
mice (#p<0.05) or WT and +/1013 groups (*p<0.05). Mice were from the C57BL/6J genetic background.  827 
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 828 
Figure 5: CXCR4 dysfunction promotes HPV-associated chronic inflammation while 829 
preserving DC subset activation 830 
(A) Representative images for hematoxylin and eosin coloration of flank skin sections (upper panels). 831 
Epidermis thickness was measured along the tissue with at least 10 measurements per sample (lower 832 
panels; mean ± SEM; n=6-8 mice). Scale bar 100 µm. (B) Representative confocal microscopy images 833 
(top) from epidermal sheets stained for CD207 (red). CD207+ cells were counted in 5 fields per sample 834 
(n=3 samples per genotype) and cell density was calculated (bottom). Scale bar 25 µm. (C) Percentages 835 
of cDC1, cDC2 and LC among CD45+ skin cells. (D) Numbers of cDC1, cDC2 and LC per mg of skin 836 
as fold change compared to the WT (See Figure S5 for the gating strategy; Mean ± SEM; n=9-11 per 837 
group, cumulative data from 4 independent experiments). (E) Representative histograms showing the 838 
surface expression level of MHC2 molecules, CD80 and CD86 by cDC1, cDC2 and LC from WT, 839 
+/1013, HPV and HPV+/1013 mice. (F) Bar graphs show the expression of MHC2 molecules, CD80 840 
and CD86 as fold change compared to the WT (Mean ± SEM; n=10-12 mice/group for MHC2 from 5 841 
experiments; n=9-11 mice/group for CD86 from 4 experiments; n=7-9 mice/group for CD80 from 3 842 
experiments). Mice were from the FVB/N genetic background. Statistics were done using two-tailed 843 
unpaired Mann-Whitney test to compare HPV mice and HPV+/1013 genotypes (A; **p<0.01) or HPV 844 
and HPV+/1013 mice to their non-HPV counterparts (B-E; #p<0.05; ##p<0.01; ###p<0.005; ####p<0.001).  845 
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 846 

Figure 6: CXCR4 controls skin DC migration in the steady state and acute inflammation.  847 
(A) Representative dot plots showing migDC (CD11c+MHC2hi gated on CD3-CD19-CD317-) in inguinal 848 
LN from WT, +/1013, HPV and HPV+/1013 mice. (B) Percentages among singlets and (C) numbers of 849 
migDC per LN as fold change compared to WT values. B-C, Mean ± SEM; n=10-11 per group, 850 
cumulative data from 4 independent experiments. (D) Representative dot plots showing the gating 851 
strategy for CD103+ migDC1 and CD103- migDC2+LC subsets identification skin-draining LN from 852 
mice 24h after FITC application. (E) Numbers of FITC- and FITC+ migDC in skin-draining LN from 853 
FITC-treated mice. (F) Membrane expression of CCR7 (left) and CXCR4 (right) by FITC+ migDC1 and 854 
migDC2+LC from WT and +/1013 mice. (D-F) Means ± SEM; n=8-9 per group, cumulative data from 855 
2 independent experiments. Mice were from the FVB/N genetic background. Statistics were done using 856 
two-tailed unpaired Mann-Whitney test to compare WT and +/1013 mice. * p< 0.05; **p<0.01.  857 
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 858 

Figure 7: CXCR4 dysfunction promotes DC activation in the steady state and in the 859 
context of HPV-associated inflammation  860 
(A) Representative histograms showing the levels of MHC2 molecules, CD80 and CD86 surface 861 
expression by migDC and resDC (defined as CD11c+MHC2hi and CD11chiMHC2+ gated on CD3-CD19-862 
CD317- live cells, respectively) recovered from the SDLN of WT, +/1013, HPV and HPV+/1013 mice. 863 
(B) Bar graphs showing the surface expression levels of MHC2 molecules, CD80 and CD86 in migDC 864 
and resDC as fold change compared to the WT. (C) Bar graphs showing the expression levels of MHC2 865 
and CD86 in pDC as fold change compared to the WT. (B, C) Mean ± SEM; n=8-11 mice/group from 866 
4 experiments for MHC2; n=8 mice/group from 3 experiments for CD86; n=6 mice/group from 2 867 
experiments for CD80. (D) Bar graphs showing the surface expression levels of MHC2 molecules, 868 
CD86 and CCR7 in migDC1 and migDC2 + LC from HPV and HPV+/1013 mice. (Mean ± SEM; n=6-869 
7 per group from one representative experiment out of 2). (E) Bar graphs showing the surface expression 870 
levels of MHC2 and CD86 upon LPS or ssRNA stimulation in DC1-like and DC2-like BMDCs derived 871 
from WT and +/1013 mice. Results are expressed as fold change compared to the non-treated WT (Mean 872 
± SEM; cumulative data from n=4 to 5 independent experiments). Mice were from the FVB/N genetic 873 
background. Statistics were done using two-tailed unpaired Mann-Whitney test to compare +/1013 mice 874 
to their WT counterparts. **p<0.01; ***p<0.005). 875 
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Supplemental table 1: List of the mAb used in the study 2 
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Species Antigen Fluorochrome Supplier Clone dilution 
Validation 
in FVB/N 

background 
Hu

m
an

 
CD1c PE Miltenyi Biotec AD5-8E7 1/11  

CD3 PE-Vio770 Miltenyi Biotec BW264/56 1/11  

CD14 PerCP Miltenyi Biotec TÜK4 1/11  

CD19 AF700 BD Biosciences HIB19 1/20  

CD141 APC Miltenyi Biotec AD5-14H12 1/11  

CD303 FITC Miltenyi Biotec AC144 1/11  

HLA-DR APC-Vio770 Miltenyi Biotec AC122 1/11  

M
ou

se
 

Active Caspase-3 AF647 BD Biosciences C92-605 1/100  

CCR7 PE BD Biosciences 4B12 1/100 Yes 

CCR9 APC eBiosciences ebioCW-1.2 1/100  

CD3ε V500 BD Biosciences 500A2 1/200 Yes 

CD3ε eFluor 450 eBiosciences 145-2-c11 1/50  

CD3ε eFluor 780 eBiosciences 145-2-c11 1/100  

CD3ε BV421 Biolegend 145-2-c11 1/50  

CD3ε PerCP-Cy5.5 BD Biosciences 500A2 1/200  

CD4 APC-eFluor 780 eBiosciences GK1.5 1/200  

CD8α APC eFluor 780 eBiosciences 53-6.7 1/100 Yes 

CD8α PB BD Biosciences 53-6.7 1/100  

CD8α PerCP-Cy5.5 BD Biosciences 53-6.7 1/100  

CD8α BV 650 Biolegend 53-6.7 1/100  

CD9 FITC eBiosciences eBioKMC8 1/100  

CD11b FITC BD Biosciences M1/70 1/200 Yes 

CD11b BV650 BD Biosciences M1/70 1/200  

CD11b PerCP-Cy5.5 BD Biosciences M1/70 1/200  

CD11c PE Cy7 eBiosciences N418 1/100 Yes 

CD11c PE eBiosciences HL3 1/100 Yes 

CD16/CD32 Purified BD Biosciences 2.4G2 1/50 Yes 

CD16/CD32 Purified eBiosciences 93 1/50 Yes 

CD19 PE CF594 BD Biosciences 1D3 1/200 Yes 

CD19 APC eBiosciences ebio103 1/200  

CD45 APC Cy7 BD Biosciences 30F11 1/200 Yes 

CD45 AF 700 BD Biosciences 30F11 1/200 Yes 

CD45 BV 510 BD Biosciences 30F11 1/200  

CD45.1 PB Biolegend A20 1/200  
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CD45.2 APC Biolegend 104 1/200  

CD45R BV 510 Biolegend RA3-6B2 1/00  

CD45R AF 700 BD Biosciences RA3-6B2 1/00  

CD69 FITC BD Biosciences H1.2F3 1/00  

CD80 APC BD Biosciences 16-101 1/200 Yes 

CD86 BV605 BD Biosciences GL1 1/200 Yes 

CD86 PE BD Biosciences GL2 1/200  

CD103 APC R700 BD Biosciences M290 1/100 Yes 

CD103 APC eBiosciences 2E7 1/100  

CD103 PE BD Biosciences M290 1/100 Yes 

CD115 PE BD Biosciences T38-320 1/100  

CD207 eFluor 660 eBiosciences EBioRMUL.2 1/50 Yes 

CD207 PE eBiosciences eBioL31 1/50 Yes 

CD317 eFluor 450 eBiosciences eBio927 1/100 Yes 

CD317 FITC eBiosciences ebio927 1/50 Yes 

CXCR4 APC eBiosciences 2B11 1/100 Yes 

CXCR4 PE eBiosciences 2B11 1/100 Yes 

F4/80 APC BD Biosciences T45-2342 1/100  

Ki-67 FITC Miltenyi Biotec REA183 1/100  

I-Ab eFluor 780 eBiosciences AF6-120.1 1/100  

Ly-6C PE Cy7 BD Biosciences AL-21 1/400  

Ly-6G eFluor 780 eBiosciences RB6-8C5 1/200  

Ly-6G AF 700 eBiosciences RB6-8C5 1/200  

MHC2 PerCP Vio700 Miltenyi Biotec REA813 1/500 Yes 

NK1.1 APC BD Biosciences PK136 1/100  

SiglecH Pe-Cy7 eBiosciences ebio440c 1/100  

Ter119 Percp-Cy5.5 eBiosciences Ter119 1/100  
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 4 

Figure S1: Cxcr4+/1013 mice show reduced cellularity in spleen and thymus 5 
(A) Number of splenocytes recovered from +/1013 and WT mice (mean ± SEM; n=17 mice/group from 6 
7 experiments). (B) cDC1 and cDC2 frequencies among spleen cDC from +/1013 and WT mice (n=9-7 
10 mice/group from 4 experiments). (C-E) Number of cells recovered in (C) inguinal LN, (D) thymuses 8 
and (E) BM from +/1013 and WT mice (n=12-13 mice/group from 5 experiments for LN and BM, n= 9 
7-8 mice/group from 3 experiments for thymus). Mice were from the C57BL/6J genetic background. 10 
Statistics were done using two-tailed unpaired Mann-Whitney test. *p<0.05, **p<0.01.  11 
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 12 

Figure S2: Splenic pDC phenotypic and functional characterization   13 
(A) Surface expression of the indicated markers by splenic pDC (defined as CD11cloCD317+B220+ live 14 
cells) from +/1013 and WT mice. Representative overlay histograms (top) and bar graphs showing mean 15 
± SEM (below; n=6 mice/group from 2 experiments). (B) Transwell migration of pDC, cDC and T cells 16 
in response to CXCL12, with or without AMD3100 (n=4-5 mice/group from 2 experiments). (C) 17 
CXCR4 surface expression levels in pDC, cDC and B cells. Representative overlay histograms (left) 18 
and bar graphs (right) showing mean ± SEM (n=2 mice/group; representative of 2 experiments). Mice 19 
were from the C57BL/6J genetic background. Statistics were done using two-tailed unpaired Mann-20 
Whitney test. *p<0.05, **p<0.01.  21 
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 22 

Figure S3: Cxcr4+/1013 mice harbor quantitative defects in blood pDC  23 
(A) Representative dot plots show the gating strategy to define pDC (CD11cloCD317+) gated on viable 24 
Ter119-CD45-CD19- cells in the blood from Cxcr4+/1013 (+/1013) and Cxcr4+/+ (WT) mice. (B) 25 
Leucocytes concentration, (C) pDC frequencies among Ter119- single cells (left) and concentrations 26 
(right) were determined. Histograms show mean ± SEM (n=7-8 mice/group, cumulative data from 2 27 
independent experiments). (D) Blood pre-cDC were defined as CD4-CD8-B220-MHC2-/intCD317-28 
CD11c+CD11b+ cells. Bar graphs (mean ± SEM) show pDC frequencies among single cells and 29 
concentrations (n=7-10 mice/group, cumulative data from 3 independent experiments). Mice were from 30 
the C57BL/6J genetic background. Statistics were done using two-tailed unpaired Mann-Whitney test. 31 
*p<0.05, **p<0.01.  32 
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 33 

Figure S4: BM pDC from Cxcr4+/1013 mice express normal CXCR4 levels, but display 34 
reduced proliferation and increased apoptosis 35 
CXCR4 (A), Ki67 (B) and cleaved-caspase 3 (C) expression was assessed in BM pDC (A-C) and mature 36 
B cells as controls for CXCR4 expression (A), defined as CD11cintCD317+MHC2lo/+B220+SiglecH+ and 37 
MHC2+B220hiCD11c-CD317-SiglecH-CD45+ live cells, respectively. Representative histograms (A, 38 
left) or dot plots (B, C, left) and bar graph representing the means ± SEM (A, B, C, right panels) are 39 
shown. A, n=4 mice/group, one experiment representative of 2; B and C, n= 6-7 mice/group, cumulative 40 
data from 2 experiments. Mice were from the C57BL/6J genetic background. Statistics were done using 41 
two-tailed unpaired Mann-Whitney test. *p<0.05, **p<0.01.  42 
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 43 

Figure S5: Characterization of K14-HPV16 Cxcr4+/1013 mice.  44 
(A) Gating strategy to identify T cells (Live CD45+CD3+) and their subsets according to CD3 intensity 45 
and CD103 surface expression level in ear skin cells suspensions. Dot plots are representative of four 46 
independent experiments. (B, C) Bar graphs of CD45+ cells (B) and T-cell subsets (C) frequencies and 47 
number per mg of tissue (mean ± SEM; n=3-6 mice from two independent experiments, representative 48 
of four independent experiments). Mice were all from the FVB/N genetic background. Statistics were 49 
done using two-tailed unpaired Mann-Whitney test. **p<0.01. (D) Gating strategy to define cDC1 50 
(CD103+CD11bloCD207+), cDC2 (CD103-CD11b+CD207-) and LC (CD103-CD11blowCD207high) 51 
among CD45+CD3-CD11c+MHC2hi cells in ear skin cell suspensions from WT, +/1013, HPV and 52 
HPV+/1013 mice. Dot plots are representative of five independent experiments. 53 
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Article 2 

Titre : 

La protéine GILZ orchestre les réponses migratoire et calcique dans les cellules 

dendritiques. 

 

Situation : En préparation 

L’article présenté est une version préliminaire, incomplète car dépourvue de discussion 

et d’abstract notamment, et non encore travaillée avec l’ensemble des co-auteurs. Les 

résultats présentés sont discutés dans la discussion générale du manuscrit.  

 

Participation : Premier auteur. Écriture du manuscrit, expériences, analyses. 

 

Rationnel de l’étude :  

La migration des DC est un processus central pour leur fonction. C’est un phénomène 

complexe qui met en jeu plusieurs processus tels que le contrôle de la vitesse et de la 

direction de migration. L’expression de GILZ dans les DC régule leur capacité à faire de 

la macropinocytose (Calmette et al., 2016), une modalité de capture antigénique 

directement en compétition pour l’actine monomérique avec la migration des DC 

immatures. De ce fait, une de nos hypothèses de travail était  que GILZ régule la vitesse 

de migration des DC immatures. En outre, GILZ régule de nombreux facteurs impliqués 

dans la signalisation en aval des ChR, comme les MAPK (p38 / ERK) notamment. Une 

seconde hypothèse était que GILZ régule la chimiotaxie des DC. Ces deux hypothèses 

suggéraient un rôle de GILZ dans la régulation de la migration des DC in vivo. Nous 

avons donc étudié cette migration dans un modèle murin de délétion de la protéine 

GILZ dans les DC (CD11c-GILZko, ci-après nommées GILZko). 

 

Résultats :  

Premièrement, nous avons mis en évidence un défaut de migration des cDC2 cutanées 

vers les GL dans des expériences de FITC painting. Ce défaut était transitoire, non 
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associé à des altérations du nombre de DC cutanées, et la délétion de GILZ dans les 

DC n’altérait ni le nombre de DC dans les GL à l’homéostasie, ni leur activation. Pour 

comprendre la source de ce défaut, nous avons tout d’abord réalisé des expériences 

de migration 2D en micro-canaux remplis de dextran. Nous avons montré que  les DC 

GILZko immatures migrent moins rapidement que les DC CTRL et qu’elles capturent 

plus de dextran. Ces résultats confirment nos travaux précédents qui ont démontré 

l’augmentation de la macropinocytose dans les DC GILZko (Calmette et al., 2016). De 

plus, cette différence étant abolie dans les DC matures, cela suggère que GILZ pourrait 

contrôler le couplage entre macropinocytose et vitesse de migration dans les DC. Nous 

avons ensuite établi que la délétion de GILZ réduit la chimiotaxie des DC immatures 

envers CXCL12 et matures envers CCL21. Pour comprendre les mécanismes impliqués, 

nous avons réalisé une analyse transcriptomique sur les BMDC CTRL et GILZko. Nous 

avons mis en évidence que la délétion de GILZ induit l’expression de la PLCß4, très peu 

exprimée dans les DC CTRL. La PLCß4 intervient dans de nombreuses voies de 

signalisation associées par exemple à CXCR4 ou encore à la maturation des DC. Un 

point important montré par l’analyse transcriptomique est la modulation forte de la 

signalisation calcique dans les DC GILZko, mais aussi celle de la signalisation en aval des 

ChR avec la modulation des voies JNK, PI3K et MAPK. Nous avons donc étudié l’impact 

fonctionnel de la délétion de GILZ sur la réponse calcique. Nous avons montré que 

GILZ régule l’entrée de Ca2+ dans les DC à l’homéostasie mais aussi au cours du SOCE 

induit par la thapsigargine. Ces résultats montrent pour la première fois que GILZ 

régule l’homéostasie calcique des DC et que sa délétion réduit significativement les 

concentrations de calcium cytosolique. Pour approfondir notre compréhension des 

mécanismes impliqués, nous avons étudié l’expression des canaux ORAI1, 2 et 3 et la 

distribution des canaux calciques ORAI1, fonctionnellement liés au SOCE. Dans les DC 

GILZko, les canaux ORAI1 et 2 sont plus faiblement exprimés au niveau protéique. En 

outre, la distribution subcellulaire d’ORAI1 est fortement perturbée, et est disparate 

dans le cytosol alors qu’elle est largement ramassée à proximité de la membrane 
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plasmique dans les cellules CTRL. Ceci nous a porté à penser que GILZ régule la stabilité 

membranaire de ORAI1. La protéine serum glucocorticoid-regulated kinase 1 (SGK1), 

une protéine induite, comme GILZ, par les GC, est connue pour stabiliser l’expression 

membranaire d’ORAI1. Sa fonction est contrôlée par une interaction physique directe 

avec GILZ dans les cellules rénales. Nous avons donc considéré SGK1 comme un bon 

candidat protéique pour expliquer le mécanisme de déstabilisation de la localisation 

membranaires d’ORAI1 dans les DC GILZko. Nos résultats ont montré que la distribution 

de SGK1 est altérée dans les DC GILZko. De plus, l’inhibition pharmacologique de SGK1 

mime, dans les cellules CTRL, la distribution d’ORA1 et le défaut de SOCE retrouvés 

dans les DC GILZko. Cependant l’inhibition de SGK1 dans les DC GILZko n’a aucun effet.  

En conclusion, nous avons montré que l’expression de GILZ augmente la vitesse de 

migration au détriment de la macropinocytose dans les DC immatures. De plus, la 

délétion de GILZ limite la chimiotaxie et réduit la concentration de calcium cytosolique 

à l’homéostasie et le SOCE dans les DC. Dans l’ensemble, ces régulations corrèlent avec 

la bonne mise en place de la migration in vivo. 

 

Figure 22 : Schéma récapitulatif des résultats obtenus dans l’article 2. Les rectangles 

rouges représentent les résultats obtenus dans les cellules / souris GILZko en 

comparaison des souris CTRL. 
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INTRODUCTION 42 

DC are potent antigen presenting cells that orchestrate tolerance and immunity, owing to the 43 

cooperation of steady state DC subsets, namely plasmacytoid DC (pDC), type 1 and 2 44 

conventional DC (cDC1 and cDC2) and monocyte-derived DCs 1–4. DC function requires both 45 

spatial and temporal tight control to prevent immune dysfunctions 5,6. The contribution of 46 

Microbe- and Damage-Associated Molecular Patterns (MAMPS and DAMPS) to this 47 

regulation has been widely explored, as well as that of immunosuppressive or 48 

immunostimulatory treatments 7–11. The contribution of endogenous factors to the control of 49 

steady state DC functions remains less explored.  50 

Glucocorticoids (GCs) are among the factors known to contribute to DC function control in the 51 

context of stress or upon immunosuppressive treatment 12. GCs act both through transcriptional 52 

repression and induction 13. In DCs, GCs effects are largely mediated by the Glucocorticoid-53 

Induced Leucine Zipper (GILZ) transcriptional regulator, encoded by the GC-responsive 54 

Tsc22d3 gene14–23. GILZ is expressed by human and murine DC subsets at steady state 18,20,21 55 

and is further upregulated in DC upon exposure to GC, IL-10, TGF-b 15,16 but also in the tumor 56 

microenvironment 17,23. High GILZ expression level is a molecular switch promoting 57 

tolerogenic commitment of DC 15–19, 22,24 and favoring Treg proliferation at the expanse of 58 

effector T-cell priming 15–20. Accordingly, stress-induced GILZ expression in DC exerts 59 

detrimental role on therapy-induced anticancer immunosurveillance 23. The effect of tonic 60 

GILZ expression, promoted by the steady state production of endogenous GCs, on DC function 61 

remains however poorly known. In a previous work, we generated conditional GILZ-deficient 62 

mice that do not express GILZ in their DCs. A first analysis of this model unraveled that GILZko 63 

DCs display increased macropinocytosis in vitro and in vivo 21, suggesting that GILZ may affect 64 

actin-dependent processes, including migration. 65 

DC migration warrants their function and encompasses several stages including patrolling for 66 

tissue-resident immature DCs (iDCs) 5,6,25–29 and fast directed migration from peripheral tissue 67 

to lymph nodes (LN) for mature DCs (mDCs) 6. Both DC motricity 30,31 and their ability to 68 

integrate chemotactic and/or haptotactic gradients 32,33 are critical to ensure proper DC location 69 

and thus function throughout their life 5,6.   70 

In this work, we investigated the contribution of GILZ expression to the regulation of DC 71 

migration. We establish that GILZ expression favors cDC2 migration to LN in vivo, and that 72 

GILZ deletion impairs both iDCs motricity and i/mDCs chemotaxis in vitro. These defects are 73 
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associated with a major alteration of Ca2+ homeostasis and responses in GILZko DCs, that 74 

correlates with disturbed expression levels and patterns of ORAI1 and 2 proteins. The latter 75 

observation could be explained by a functional defect of Serum and Glucocorticoid-regulated 76 

Kinase 1 (SGK1) in the absence of GILZ, as SGK1 inhibition reproduced GILZ-deletion 77 

effects. Taken together, our results shed light on a GC-dependent axis that controls Ca2+ 78 

homeostasis and responses in DCs and may controls DC migration both at the motricity and 79 

chemotaxis levels.  80 
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RESULTS 81 

GILZ deletion reduces skin DC migration to lymph nodes in vivo  82 

To assess the contribution of GILZ to the control of DC migration in vivo, we studied the 83 

migration of dermal cDC1 and cDC2 as well as LC to skin-draining lymph nodes (SDLN) in 84 

FITC painting assays, 24h and 72h after FITC application. At 24h, FITC-positive (FITC+) 85 

migratory cDC2 (migDC2) number was significantly reduced in GILZko mice as compared to 86 

their controls (CTRL) (Figure 1a-d). This difference in FITC+ migDC2 numbers between CTRL 87 

and GILZko mice was not observed anymore 72h after FITC application (Figure 1d). FITC-88 

negative (FITC-) migDC numbers were not different between CTRL and GILZko mice, 89 

whatever the timepoint. Along this line, CTRL and GILZko mice displayed similar DC numbers 90 

in their LN at steady and skin DC numbers were similar in CTRL and GILZko mice (Figure 91 

suppl 1b, e). Altogether, these results suggest that the reduction in FITC+ migDC2 numbers 24h 92 

post FITC application corresponds to a transient defect in DC migration, likely promoted by 93 

FITC painting-associated inflammation. The fact that FITC+ migDC2 migration was affected 94 

rather that of FITC+ migDC1 and migLC was not due to differences in their level of GILZ 95 

expression (Figure suppl 1c, f). Also, GILZ expression was efficiently reduced in all subsets of 96 

GILZko mice (Figure suppl 1c, f). Thus, these results points to a contribution of GILZ in the 97 

control of cDC2 migration to SDLN. 98 

GILZ expression controls DC migration speed and chemotaxis in vitro 99 

DC migration from tissues to LN requires fast directed migration to LN, which depends on both 100 

their motility across tissues to reach lymphatics and capacity to sense and respond to chemokine 101 

gradients.  102 

Based on the potentiation of macropinocytosis we reported in GILZko DCs 21, we first evaluated 103 

whether GILZ deletion would impact DC migration speed in confined microchannels loaded 104 

with 100 kDa Dextran- AF647, a 2D system devised to address both antigen capture and 105 

velocity (Figure 2a, b) 34. Macropinocytosis was assessed both in terms of dextran-associated 106 

fluorescence intensity and number of macropinosomes at cell front (Figure 1C). As expected 107 

21, macropinocytosis was increased in GILZko iDCs as compared to their controls (CTRL) and 108 

almost abrogated in both CTRL and GILZko mDCs (Figure 2c)  35–38. GILZ deletion was also 109 

associated with a significant decrease in iDC velocity, a difference that was not observed in 110 

mDCs (Figure 2d). Thus, these results suggest that GILZ expression controls iDC, but not 111 

mDC, migration speed and macropinocytosis in confined environments.  112 
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Considering the known effects of GILZ on signal transduction, we also addressed the impact 113 

of GILZ deletion on DC chemotaxis. To answer this question at the DC-like subset level, we 114 

differentiated FL-BMDC cells in the presence of both Flt3-L and GM-CSF (Figure 2e;39). GILZ 115 

deletion reduced iDC chemotaxis toward CXCL12 and mDC chemotaxis toward CCL21 116 

(Figure 2f, g), without altering CXCR4 or CCR7 membrane expression (Figure 2h).  117 

Taken together, these results unravel that GILZ expression increases iDC velocity as well as 118 

iDC and mDC chemotaxis in vitro. 119 

GILZ expression regulates Ca2+ homeostasis in DCs  120 

To gain insight into the mechanisms involved in GILZ-mediated control of DC migration and 121 

chemotaxis, we next performed a transcriptomic analysis of CTRL and GILZko BMDCs. The 122 

most up and down regulated transcripts were selected and, based on Ingenuity pathway analysis, 123 

we established a list of the most modulated pathways in GILZko DCs (Figure 3a). As expected 124 

from previous reports 14, 23,40,41, DC maturation was affected by GILZ deletion (Figure 3a). Most 125 

interestingly, transcripts from the Ca2+ signaling pathway (e.g. NFATC3/4, CAMK2D and 126 

ATP2C1 down-regulation), known to regulate cell migration at different stages 42,43, were also 127 

among the most modulated ones. These results gave us the impetus for analyzing the impact of 128 

GILZ deletion on Ca2+ homeostasis and mobilization in DCs. As a first approach, we assessed 129 

the variation of Ca2+ cytosolic concentration ([Ca2+]cyt) in Fluo-4 AM-loaded BMDC upon 130 

SOCE induction by thapsigargin (Tg) treatment. These experiments suggested a decrease of the 131 

Ca2+ exchanges in GILZko DCs as compared to CTRL (Figure 3b, c). Basal and maximal Fluo-132 

4 AM fluorescence was in the same range in CTRL and GILZko iDCs (Figure suppl 2a, b), 133 

ruling out non-specific dye loading. To accurately measure ([Ca2+]cyt, we next performed 134 

fluorometry experiments using DCs loaded with the Indo1 AM ratiometric probe. GILZko iDCs 135 

displayed a reduction of both resting [Ca2+]cyt and Tg-induced SOCE as compared to CTRL 136 

iDCs (Figure 3d, e and Figure suppl 2c). Similar results were obtained in mDCs (Figure 3f). 137 

The fact that the reduction of [Ca2+]cyt in GILZko DCs resulted from a decreased Ca2+ entry 138 

rather than its excessive leaking was supported by Mn2+-induced FURA2 fluorescence 139 

quenching assays (Figure 3g). Finally, SOCE diminution was not due to reduced endoplasmic 140 

reticulum Ca2+ stocks (Figure 3h). Thus, GILZko DCs displayed reduced resting [Ca2+]cyt and 141 

SOCE.  142 

GILZ controls ORAI1 and 2 protein expression as well as ORAI1 subcellular distribution 143 

in DC 144 
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SOCE depends on the expression and function of Ca2+-release activated channels (CRAC), 145 

namely ORAI1, 2 and 3. We first assessed ORAI 1, 2 and 3 expression by flow-cytometry 44. 146 

As expected 45, the 3 isoforms were expressed in CTRL DCs, with some heterogeneity as 40% 147 

of DCs expressed ORAI1, 60% expressed ORAI2 and more than 80% expressed ORAI3. The 148 

analysis of GILZko DCs revealed a reduction of both ORAI1 and ORAI2 proteins expression 149 

(Figure 4b), that was not detected at the mRNA level (Figure 4a), and no change in ORAI3 150 

levels. Thus, GILZ deletion in DCs affects the level of ORAI1 and 2 protein expression. As 151 

ORAI1 function is regulated by its subcellular localization 46, we next  assessed its subcellular 152 

distribution in GILZko and CTRL DCs. As expected 47, ORAI1 staining was detected mainly in 153 

the periphery in CTRL DCs, with a punctuated pattern. ORAI1 distribution seemed more 154 

diffuse in GILZko DCs. The difference was even more clear in Tg-treated DCs, CTRL DCs 155 

displaying as intense submembrane staining while GILZko DCs kept a more diffuse staining 156 

(Figure 4e). To quantify these differences, zones of strongest ORAI1 detection (i.e. staining 157 

puncta, SP) were detected and their distance to the plasma membrane was measured. ORAI1 158 

SP were more distant from the plasma membrane in GILZko than in CTRL DCs (Figure 4 f). In 159 

addition, 84% of ORAI1 SP were found within 2µm from the PM in CTRL DCs as compared 160 

to 64% in the GILZko DCs (Figure 4g).  Altogether, these results show that ORAI1 and 2 161 

expression is diminished in GILZko DCs and that ORAI1 distribution is also affected, providing 162 

a possible explanation to the SOCE defect harbored by these cells.  163 

Serum and Glucocorticoid-regulated Kinase 1 inhibition reproduces GILZ deletion’ 164 

effects in DC 165 

We next sought to identify the mechanism linking GILZ deletion with the alterations in ORAI 166 

protein expression and function. The SGK1 caught our attention, as it is known to both promote 167 

ORAI1 expression and stabilization at the plasma membrane 48 and physically interact with 168 

GILZ, resulting in SGK1 stabilization 49. Transcriptomic analysis did not show any SGK1 169 

diminution of expression in GILZko DCs. However, while SGK1 detection by 170 

immunofluorescence revealed a diffuse punctuated staining in CTRL DCs, SGK1 seemed to be 171 

more present in perinuclear regions of GILZko DCs (Figure 5c). To determine whether SGK1 172 

would contribute to the control of Ca2+ homeostasis and SOCE in DCs, we next used the SGK1 173 

inhibitor GSK650394 (GSK). Remarkably, SGK1 inhibition in CTRL DCs reduced resting 174 

[Ca2+]cyt and SOCE to the same extent as GILZ deletion did (Figure 5a, b). Conversely, GSK 175 

treatment had no effect on Ca2+ homeostasis nor SOCE in GILZko DCs. Further analysis of 176 

ORAI1 SP revealed that SGK1 inhibition led to a redistribution of ORAI1 in GSK-treated 177 
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CTRL DCs, with an increase of the ORAI1 SP distance to the plasma membrane. Accordingly, 178 

less than 70 % of the ORAI1 SP were found within 2µm from the PM in SGK-treated DCs as 179 

compared to 74.44% in GILZko DCs (Figure 5d, e). Altogether, these results support the 180 

conclusion that SGK1 promotes ORAI1 localization at subplasmalemmal compartments in DCs 181 

(Figure 5d, e) and suggests that GILZ exerts its action on SOCE through SGK1.  182 

  183 
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DISCUSSION  184 

  185 
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MATERIAL AND METHODS 186 

Mice 187 

B6.Cg-Tg(Itgax-cre)1-1Reiz/J male mice 50, kind gift from Prof. B. Reizis, were crossed with 188 

homozygous GILZ-floxed female mice 51, given by Prof. E. Morand, to generate CD11c-189 

GILZKO mice 21. Mice were bred in the Animex animal facility (IPSIT-SFR, UMS-US31-190 

UMS3679) under specific pathogen–free conditions. Experimentation was approved by the 191 

local Ethics Committee for Animals (C2EA-26; Animal Care and use Committee, Villejuif, 192 

France) and complied with French and European guidelines for the use of laboratory animals. 193 

Male mice were used between 8 and 14 weeks of age. 194 

Bone marrow derived dendritic cells  195 

Bone marrow (BM) was flushed from femur and tibia. BM cells were cultured in complete 196 

medium: RPMI GlutaMAXTM 1640 (Thermo Fischer scientific) complemented with FCS (10%, 197 

HyClone), pre-mixed penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 µg/mL) solution (Gibco), 198 

ß2 mercaptoethanol (50 µM, PAN biotech). Standard Bone Marrow Derived dendritic 199 

Cells (BMDCs) cultures performed with Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor 200 

(GM-CSF) only were prepared as described 52. 3.106 BM cells were cultured for 8-10 days in 201 

10 mL of complete medium with GM-CSF (20ng/mL – Biotechne). Medium was renewed at 202 

day 3 and 6. To assess cDC subpopulations chemotaxis, Fms-like tyrosine kinase 3 ligand 203 

(FLT3-L) derived BMDCs (referred as FL-BMDCs) were prepared as described in 39. 6.106 BM 204 

cells were cultured for 8-10 days in 10 mL of complete medium with GM-CSF and FLT3-L 205 

(Biotechne). Briefly, culture was started with 100 ng/mL FLT3-L and 300 pg/mL GM-CSF for 206 

6 days. On day 6, 10 mL of fresh medium containing 100ng/mL FLT3-L and 1ng/mL GM-CSF 207 

was added. When appropriate, activation with 10-8 g/mL LPS was done 24h prior use. At day 208 

8-10, for both BMDCs and FL-BMDCs cultures, non-adherent and semi-adherent cells were 209 

detached with 2.5 mM PBS-EDTA for 10min at 37°C, washed and used for experiments. For 210 

microchannels experiments, BMDCs were derived in Curie Institute as described 34. For 211 

maturation, 2.105 BMDCs were activated 30 min with LPS (100 ng/mL, Sigma L6511). They 212 

were then extensively washed and kept in complete medium 2h before being seeded in the gels.  213 

Migration and macropinocytosis in microchannel 214 

PDMS gels were fabricated as described in 34,53. Plasma activated 4*5µm channel gels were 215 

coated with fibronectin (10µg/mL, Sigma F1141-2MG) and washed. BMDCs or LPS-activated 216 

BMDCs were put in the gel wells and left to migrate for 10-16h in complete medium at 37°C 217 
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and 5% CO2 in the presence of Dextran-AF647 1 mg/mL (D1863, invitrogen). To measure 218 

dextran uptake, automatic mask application was performed using Fiji software 54 to define cell 219 

front. The rectangle in the channel allows to measure the maximum of dextran fluorescence. 220 

The rectangle aside the cell represents the dextran background signal. Ratio of dextran intensity 221 

was measured as [(dextran fluorescence in cell front – background) / (dextran fluorescence in 222 

channel – background)] at the cell front of iDCs or mDCs. Various positions in the gels were 223 

selected based on the quality of the channels and depicted every 2 or 4 min using an automated 224 

laser-scanning microscope (Leica Dmi8/SP8) equipped with an oil-immersion objective, hybrid 225 

detectors and laser diode (488 nm). Cell phase contrast was analysed using adapted Institute 226 

Curie Home-made macro for Fiji software. For each condition, more than 50 cells were used to 227 

perform statistical analysis. 228 

Transcriptomic analysis.  229 

Transcriptomic analysis was performed on mRNA extracted from three independent BMDC 230 

cultures. 200ng of extracted RNA were reverse-transcribed in complementary DNA. cDNA 231 

was transcribed in mRNA using T7 RNA polymerase to amplify the coding RNA [Kit Low 232 

Input Quick Amp Labeling (Agilent Technologies); Kit RNA Spike-In (Agilent Technologies) 233 

and Kit RNeasy Mini (Qiagen)]. The quality of the mRNA was assessed using the Bioanalyzer 234 

2100 (Agilent Technologies) and Kit RNA 6000 Nano LabChip (Agilent Technologies). 235 

Finally, 600 ng of mRNA were hybridized on a 8x60k Agilent technology CHIP using an 236 

hybridization Oven (Agilent technology - G2545A) and fluorescence was quantified using a 237 

Microarray scanner system (Agilent technology - G2565CA, Platform BRIDGE, INRA, Joy-238 

en-Josas). The heatmaps are generated using the Heatmapper web-site 55. 239 

Fluo4 assay 240 

[Ca2+]cyt variation in BMDCs was assessed as follows. LN cells were prepared and stained for 241 

membrane markers as previously described. Cells were resuspended in PBS at a concentration 242 

of 4.106 cells/500µL. A solution of 8ng/µL Fluo4-AM was added V/V (Thermofischer) to load 243 

cells for 45 min under agitation at RT. Cells were washed in PBS and kept in pellet at 4°C for 244 

acquisition on a flow cytometer within 2 hours. Measure of [Ca2+]cyto variation were performed 245 

as follows: cells resuspended in Ca2+-free PBS were acquired for 30 seconds to establish the 246 

basal Fluo4-AM fluorescence. A solution of 0.8mM Ca2+ was then added V/V to the cells to 247 

assess spontaneous Ca2+ entry for 30 seconds. A solution of 0.8mM Ca2+ and 2µM Tg was then 248 

added V/V. Ca2+ entry into cells was recorded for 2 min. Some cells were not treated with Tg 249 
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and recorded to assess the spontaneous Ca2+ entry as a negative experimental control for each 250 

sample. Finally, cells were treated with 1µM of ionomycin to assess the maximum Ca2+ entry 251 

in cells. Ca2+ entry was expressed for each time point and sample using the formula: [(Tg 252 

induced entry for a time point - basal Fluo4 fluorescence) - (Spontaneous Ca2+ entry for the 253 

same time point - basal Fluo4 fluorescence)] / (ionomycin-induced Ca2+ entry)*100. Mean +/- 254 

SEM values of the pooled data for each mouse is plotted. AUC are obtained by the addition of 255 

the values recorded for all time points. 256 

Flow cytometry 257 

Cells were suspended in PBS-FBS 2%. 1.105 to 5.105 cells were incubated with anti-CD16/32 258 

monoclonal antibodies (mAb) at 4°C for 5 min. The appropriate combination of mAbs and 259 

Fixable Viability Dye was then added and cells were further incubated for 20min at 4°C. For 260 

intracellular staining cells were fixed either with BD Bioscience® fixation permeabilization 261 

buffer for 30 min at 4°C or with Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (Thermo 262 

Fischer scientific) for 50 min at RT (ORAI 1, 2 and 3 staining). Events were acquired on a LSR 263 

Fortessa flow cytometer (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) and analyzed using FlowJo 264 

Software (Tree Star Inc. Stanford, USA).  265 

Cytosolic Ca2+ concentration 266 

 [Ca2+]cyt was recorded by a fluorometric ratio technique as in 56. BMDC were resuspended at 267 

106 cells/mL in PBS supplemented with 1 mg/mL FCS and incubated in the dark with 4 μM 268 

Indo-1-AM for 45 min at room temperature under slow agitation. Cells were then centrifuged 269 

and resuspended in Ca2+-free Hepes Buffered Saline solution (HBS; 135 mM NaCl, 5.9 mM 270 

KCl, 1.2 mM MgCl2, 11.6 mM Hepes, 11.5 mM glucose adjusted to pH 7.3 with NaOH) prior 271 

to measurement. After centrifugation, 0.5 to 1.106 cells were suspended in 2 mL HBS in a quartz 272 

cuvette and inserted into a Spectro fluorophotometer (RF-1501 Shimadzu Corporation, Kyoto, 273 

Japan) connected to a PC computer (Dell Computer Corp., Montpellier, France). A temperature 274 

of 37°C was maintained during the experiment. Ultraviolet light of 360 nm was used Indo-1 275 

excitation, and emissions at 405 and 480 nm were recorded. Background and autofluorescence 276 

of the cell suspension were subtracted from the recordings. The maximum Indo-1 fluorescence 277 

(Rmax) was obtained by adding 1 μM ionomycin to the cell suspension in the presence of 10 mM 278 

CaCl2. Minimum fluorescence was determined following depletion of external Ca2+ with 5 mM 279 

EGTA. [Ca2+]cyt was calculated according to the equation [Ca2+]cyt = Kd (R-Rmin)/(Rmax-R), 280 

where Kd is the apparent dissociation constant of Indo-1-calcium complex (230 nM), and R is 281 
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the ratio of fluorescence values recorded at 380 nm in absence and presence of 10 mM CaCl2. 282 

In our experiments, 1 mM CaCl2 was used. After stabilization, the resting [Ca2+]cyt was recorded 283 

during 30s to 1 min. Next, to activate SOCE, the cells were treated with 1 μM thapsigargin (Tg, 284 

T7459; Thermofischer). Area under the curves (AUC) are the result of the addition of every 285 

value recorded by time point. The delta AUC were calculated by normalizing the value to the 286 

resting [Ca2+]cyt. In quenching experiments, Mn2+ ions were used to bleach the FURA-2 287 

fluorescence. Mn2+ ions cannot be pumped out as they inactivate Na/Ca transporters and are 288 

not transported by the Ca-ATPase. The velocity of fluorescence reduction mirrors the capacity 289 

of ions (Mn2+ / Ca2+) to enter the cell. 290 

Confocal analysis and fluorescence quantification. 291 

After intracellular staining for ORAI proteins as in 44, cells were washed twice with PBS, 292 

resuspended in non-crystallizing mounting medium (TA-030-FA, thermofischer) and mounted 293 

for immunofluorescence (5.105 cells/µL). Cells images were acquired on a Leica confocal 294 

microscope (TCS SP8 – Gated STED). Images were taken at the nucleus focal plan. Staining 295 

puncta SP distance to the plasma membrane was calculated using Fiji software. Briefly, ORAI 296 

staining was considered as non-homogenous and containing puncta of maximal fluorescence as 297 

it is considered to form microdomains/hotspots 47. We used the Fiji software function “Find 298 

Maximas” and “distance map” to calculate the distances of each hotspot to the plasma 299 

membrane.  300 

Transwell assays 301 

2 to 3.105 cells were resuspended in 70µL of 1% FBS RPMI GlutaMAXTM 1640 and placed in 302 

the insert of a transwell plate (5µm pore size; Corning Costar). FL-BMDC were allowed to 303 

migrate for 4h toward 3nM CCL21 (3nM, 4h, Biotechne) or for 2h toward 1nM CXCL12 (1nM, 304 

2h, R&D system) at 37°C. Experiment was controlled with spontaneous migration of FL-305 

BMDC. After chemotaxis, cells were recovered using 2.5 mM PBS-EDTA. Cells were analyzed 306 

using the LSR Fortessa. Chemotaxis was assessed using the formula: (number of cells migrating 307 

to the lower chamber in response to chemokine) - (number of cells migrating spontaneously) × 308 

100 / number of cells in the input. Results are expressed as ratio to CTRL. 309 

Mouse sample isolation 310 

Mouse skin was delicately shaved post-mortem. Skin pieces were recovered, weighted on a 311 

precision scale and let on ice in petri dishes. They were incubated dermal part facing the 312 



 14 

solution in 4 mL of dispase (2.4 U/mL; Gibco) for 20h at 4°C. Epidermis and dermis were 313 

separated and cut into small pieces, then digested in 1 mg/mL collagenase D and 12.5 U/mL 314 

DNase I (Roche, Saint-Quentin Fallavier, France) for 1 h at 37ºC. Cell suspensions were further 315 

disrupted with 18-G syringes and incubated 15 min at 37ºC. Spleen and LN were incubated 316 

with 1 mg/mL collagenase D for 30min at 37°C. Cell suspensions were filtered through either 317 

a 70 µm cell strainer or a 40 µm cell strainer for skin, counted and stained for flow cytometry. 318 

FITC painting  319 

Mice abdomens and flanks were shaved two days before the experiment. For FITC painting, at 320 

day 0, a solution of Fluorescein isothiocyanate (FITC) (1 mg/mL in acetone; Merck) was mixed 321 

50%/50% with Dibutyl phthalate (Thermo Fischer scientific) and 100 µL were applied on mice 322 

abdomen. Inguinal lymph nodes were collected 24h or 72h later.  323 

 324 

Statistical analysis. 325 

Statistical tests, number of independent experiments and number of samples are described in 326 

each figure legend. Except for transcriptomic analysis, all tests were run on GraphPad Prism 327 

software (V8). Transcriptomic analysis ANOVA was run on R software. 328 

  329 
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FIGURES 500 

 501 

FIGURE 1: GILZ deletion limits skin cDC2 migration to lymph nodes in vivo. Skin DC subset 502 

migration to LN was analysed 24h and 72h after FITC application. a) Migratory DCs (migDC) were 503 

defined as viable, CD3-CD317-CD11c+MHCIIhi cells. b, c) FITC+ migDCs were identified in control 504 

(top) or CD11c-GILZko mice (bottom) 24h (b) or 72h (c) after FITC application and further subdivided 505 

into migDC1 (CD103+CD207+), migDC2 (CD103-CD207-) and migLC (CD103-CD207+) subsets. c) 506 

Numbers of FITC+ migDC1, migDC2 and migLC 24h (top) and 72h (bottom) after FITC application. 507 

Data are expressed as mean +/- SEM. n= 9 to 11 mice from 5 independent experiments for 24h time 508 

point; n= 7 to 8 mice from 3 independent experiments for 72h time point. Paired t test ** p<0.01.  509 
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 510 

FIGURE 2: GILZ deletion reduces DC migration speed and chemotaxis. A) Kymographs of CTRL 511 

or GILZko immature (iDC) and mature (mDC) BMDCs migrating in microchannels, acquired every 2 512 

min. b) Representative cell obtain after image J (fiji) software analysis. The rectangle on the cell 513 

represents the automatic mask application identifying cells front, where the number of macropinosomes 514 

and the % of dextran intensity are quantified. The rectangle in the channel gives the maximal dextran 515 

fluorescence intensity. The rectangle aside the cell gives the background signal. c) Dextran fluorescence 516 

expressed as % of maximal dextran intensity. d) Quantification of migration speed  for iDCs and mDCs. 517 

One representative experiment out of 3 is shown. n=135 CTRL iDCs, n= 118 GILZko iDCs, n=48 CTRL 518 

mDCs, n= 44 GILZko mDCs. Kruskal-Wallis test ** p<0.01; **** p<0.0001. Mean +/- SEM. e-h) 519 

Transwell assay was performed on FL-BMDC. e) Gating strategy for FL-BMDC cDC1 (CD64-520 

CD11c+CD11b-CD103+) and cDC2 (CD64-CD11c+CD11b+CD103-) subsets. f) Chemotaxis of immature 521 

FL-BMDC toward CXCL12. g) Chemotaxis of mature FL-BMDC toward CCL21. f, g) Data were 522 

normalized to CTRL for each DC subset and results expressed as mean +/-SEM. h) CXCR4 and CCR7 523 

expression levels in iDCs or mDCs expressed as mean +/-SEM of delta mean fluorescence intensity 524 

(MFI). Data are from 3 independent experiments. Unpaired t test ** p<0.01; *p<0.05.  525 
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 526 

FIGURE 3: GILZ deletion alters Ca2+ homeostasis and SOCE in DC. a) Heat maps showing GILZ-527 

induced changes in gene-expression from selected pathways defined by QIAGEN IPA software. b, c) 528 

Quantification of cytosolic Ca2+ concentrations ([Ca2+]cyto) variation in Fluo-4 AM-loaded BMDC upon 529 

exposure to 1µM thapsigargin (Tg). b) Representative gating strategy for [Ca2+]cyto variation 530 

measurement in DC (for detailed strategy, see Figure suppl 1). c) Quantification of Ca2+ entry in Fluo4-531 

AM-loaded BMDCs expressed as mean +/- SEM of [Ca2+]cyto variations at every time point. d-g) 532 

Fluorometric quantification of [Ca2+]cyto was performed in Indo-1-loaded iDC, d) and mDC, f) BMDCs. 533 

D-g) Kinetic evolution of [Ca2+]cyto before and after treatment with 1µM Tg (arrow). e) Resting [Ca2+]cyto 534 

(before Tg treatment) and [Ca2+]cyto variations expressed as Area Under the Curve (AUC, arbitrary units) 535 

and corrected by subtracting resting [Ca2+]cyto, are shown for iDC. n=10 CTRL and n=11 GILZko DC 536 

preparations from 7 independent experiments. Kruskal-Wallis ****p<0.0001. g) Same as e) for mDCs. 537 

n=1 CTRL and 1 GILZko from 1 pilot experiment. h) Mn2+ quenching was assessed in iDCs, n=1 pilot 538 
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experiment. i) Tg-induced Ca2+ release from endoplasmic reticulum, measured in absence of 539 

extracellular Ca2+.  One representative experiment out of 3 is shown. 540 

 541 

 542 

FIGURE 4: GILZ deletion alters ORAI1 and 2 expression and ORAI1 sub-cellular localization. 543 

a) Heatmap showing expression of ORAI Ca2+ channels. b) ORAI 1, 2 and 3 expression was quantified 544 

in BMDCs. b) Left, percentage of DC positive for ORAI 1 (b), 2 (c) and 3 (d) expression and right, 545 

levels of ORAI 1 (b), 2 (c) and 3 (d) expression by CD11c+ cells. MFI are expressed as ratio to CTRL 546 

for each experiment. Mean +/- SEM are shown. n= 5 CTRL and GILZko DC preparations from 5 547 

independent experiments. Mann-Whitney test **p <0.01, Mean +/- SEM. e) Representative confocal 548 

microscopy images of, in that order, CTRL, GILZko, Tg-treated CTRL and GILZko BMDCs. f) 549 

Representative image showing staining puncta (SP, white arrows) in CTRL BMDCs. Bar graphs show 550 

the mean +/- SEM of SP distance to the plasma membrane (PM, yellow line). g) distribution of SP in 551 

DCs. Data are from 3 independent experiments for untreated DCs and 2 experiments for Tg-tretaed DCs. 552 
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The number of cells analysed are n= 60 for CTRL, n= 50 for GILZko, n= 37 for CTRL + Tg and  n= 37 553 

for GILZko + Tg DCs. Mann-Whitney test ****p<0.0001, ***p<0.001.   554 
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 555 

FIGURE 5: SGK1 inhibition reproduces the effects of GILZ deletion in DCs. a, b Fluorometric 556 

quantification of [Ca2+]cyto in BMDCs, before and after treatment with 1µM Tg. Certain cells were pre-557 

treated with SGK1 inhibitor GSK650394. a) Representation of [Ca2+]cyto before and after Tg treatment. 558 

Untreated samples correspond to part of those depicted in figure 3 and are shown to facilitate 559 

comparison. b) Means of resting [Ca2+]cyto and AUC were normalized to the CTRL for each experiment 560 

and expressed as FOLD to CTRL. Mean +/- SEM.  n= 7 CTRL DCs, n= 8 GILZko DCs, n= 7 GSK-561 

treated CTRL DCs, n= 8 GSK-treated GILZko DCs from 4 experiments. Mann-Whitney ***p<0.001. 562 

C) Representative immunofluorescence  images of CTRL, GILZko, GSK-treated CTRL and GILZko 563 

BMDCs Mean +/- SEM. d) ORAI1 SP distance to the plasma membrane. Mean +/- SEM. e) distribution 564 

of SP in DCs. n= 15 GSK-treated CTRL DCs, n= 20 GSK-treated GILZko DCs from 2 independent 565 

experiments.  566 
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 567 

SUPPLEMENTAL FIGURE 1: GILZ deletion does not impairs skin or lymph nodes DC numbers 568 

and frequency at steady state. a, b  Flow cytometric analysis of T cells, cDC1, 2 and LC in the skin 569 

of CTRL and GILZko mice. a) Gating strategy for T cells, cDC1, 2 and LC. b) Number of cDC1, cDC2 570 

and LC in 100mg of skin. c) GILZ expression (delta Geometrical MFI) in T cells, cDC1, 2 and LC in 571 

CTRL (left) or GILZko (right) skin, expressed as ratio to CTRL for each population. Mean +/- SEM.  n= 572 
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10 CTRL mice, n= 8 GILZko mice from 2 experiments. Mann-Whitney ***p<0.001, **p<0.01. d,f) Flow 573 

cytometric analysis of cDC1, 2, LC in the lymph node (LN) of CTRL and GILZko mice. d) Gating 574 

strategy for LN resident cDC1, 2 and migrated (mig DC) cDC1, 2 and LC, In CTRL (top) or GILZko 575 

(bottom) mice. e) number of resDC and migDC, LC. f) GILZ expression (delta Geometrical MFI) in res 576 

cDC1, 2 and migDC1, 2 and LC in CTRL (left) or GILZko (right) LN, expressed as ratio to CTRL for 577 

each population. Mean +/- SEM.  n= 4 CTRL mice, n= 4 GILZko mice from 1 experiment. Mann-578 

Whitney *p<0.05. 579 

 580 

 581 

 582 
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 583 

SUPPLEMENTAL FIGURE 2 : Ca2+ influx analysis.  a) Detailed gating strategy for quantification 584 

of Ca2+ variation in Fluo4-AM-loaded BMDCs. i, untouched cells used as baseline; ii, addition of 0.4 585 

mM Ca2+, internal control for spontaneous calcium entry in CTRL (black lines) and GILZko (red lines) 586 

DCs. End of ii, addition of 1µM of Tg and calcium variation monitoring for 2 minutes. iii, addition of 587 

1µM ionomycin to reach maximal Ca2+ entry into the cell. On the left is represented an experiment in 588 

which no Tg was added to establish the spontaneous Ca2+ entry in Tg untreated cells. b) Histograms 589 

representing the FITC Geo-MFI at several time points (left) or for the gatings i, ii and iii (right). c) 590 

Results from the individual fluorometric quantifications of [Ca2+]cyto in BMDC before and after 591 
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treatment with 1µM Tg.  The pooled data are represented (fig 3C). Colors represent different 592 

experiments, “.1” and “.2” represent replicates in one experiment. 593 

 594 
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III. DISCUSSION ET PERSPECTIVES  

 

La migration des DC est un processus central dans leur fonction. Celle-ci permet aux 

DC d’induire correctement les réponses LT effectrices ou régulatrices. La régulation fine 

de la migration in vivo met en jeu de nombreux mécanismes dont l’adhérence aux 

surfaces, la plasticité du cytosquelette d’actine, la chimiotaxie et la régulation des flux 

ioniques. L’étude de ces mécanismes permet de mieux appréhender la migration des 

DC à l’homéostasie et au cours de pathologies. Je vais ici discuter les trois axes de mon 

projet en les liant dans un schéma logique global. Je me suis appuyé durant ce projet 

sur plusieurs modèles murins. Les souris CD11c-GILZko sont délétées pour GILZ dans 

les DC. C’est un modèle d’étude du rôle de l’expression endogène de GILZ dans les DC. 

Les souris cxcr4+/1013 présentent un gain de fonction de CXCR4 en réponse à CXCL12. 

C’est un modèle d’étude général du rôle de la désensibilisation de ce ChR. Nous 

l’utilisons particulièrement ici pour définir son rôle sur la biologie des DC. Les souris 

K14-HPV expriment les gènes précoces « early » de HPV16 dans les kératinocytes. Ce 

modèle induit une dysplasie et une inflammation chronique de la peau. Les souris K14-

HPV-cxcr4+/1013 sont un croisement des deux derniers modèles murins, donnant accès 

au rôle de la désensibilisation de CXCR4 dans un modèle de pathogenèse due aux HPV.  

 

La désensibilisation de CXCR4 et l’expression de GILZ contribuent au contrôle de 

la migration des DC.  

Dans un premier temps, nous avons montré que les souris présentant un gain de 

fonction de CXCR4 ont un nombre réduit de DC migrantes dans les GL drainant la peau. 

Nous avons par la suite démontré que cette réduction de nombre de DC est, au moins 

en partie, due à une moindre migration des DC de la peau vers les GL dans des 

expériences de FITC painting. De plus, on retrouve aussi moins de DC migrantes dans 

les GL de souris K14-HPV-cxcr4+/1013, laissant penser que le gain de fonction de CXCR4 

empêche également la migration des DC issues d’un environnement inflammatoire. Par 

ailleurs, nous avons montré que la délétion de GILZ retarde la migration des DC depuis 
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la peau jusqu’aux GL dans des expériences d’inflammation aigue (FITC painting). 

Seulement, l’impact de GILZ sur la migration des DC est plus discret que celui du gain 

de fonction de CXCR4. En effet, seules les cDC2 GILZko présentent une altération de 

leur migration aux GL à 24h, mais pas à 72h après application du FITC. Il est à noter 

qu’à l’homéostasie, les souris CD11c-GILZko ne présentent pas d’altération du nombre 

de DC migrantes dans leur GL. GILZ aurait donc un impact sur la migration des DC au 

cours de l’inflammation uniquement. 

Tentons maintenant du mieux comprendre les limites de ces observations. Concernant 

la diminution de migration dans le modèle cxcr4+/1013, si la migration des DC est 

effectivement réduite, l’effet intrinsèque du gain de fonction de CXCR4 sur la migration 

de ces DC reste à démontrer. Toutefois le gain de fonction de CXCR4 augmente la 

chimiotaxie des DC envers CXCL12. On peut alors imaginer que la production de 

CXCL12 dans la peau (Kabashima et al., 2007) favorise une rétention des DC ce tissu. A 

ce titre, seules des expériences en souris chimères pourraient permettre de conclure 

formellement sur l’impact de l’environnement. Il serait intéressant de récupérer des 

précurseurs de cDC de souris cxcr4+/1013-CD45.2 (Freitas et al., 2017) et de les injecter 

dans les souris CTRL. Nous pourrions alors voir si ces DC-CD45.2 migrent de manière 

similaire aux DC CTRL vers les GL. Nous pourrions aussi réaliser des souris chimères 

avec, en compétition, de la moelle osseuse de souris cxcr4+/1013 et CTRL. Nous 

pourrions alors comparer directement la migration des DC cxcr4+/1013 et CTRL in vivo. 

Concernant l’effet de GILZ sur la migration, GILZ régule des facteur (MAPK/ERK) 

impliqués dans les voies de signalisations couplées au ChR CXCR4. Il est donc 

intéressant de voir que le gain de fonction de ce récepteur et la délétion de GILZ n’ont 

pas des effets similaires sur la migration. CXCR4 est un ChR signalant via les petites 

protéines Gi et les ßarrestines, il est alors possible que GILZ ne soit lié qu’à une partie 

de cette signalisation en contrôlant par exemple l’influx calcique ou la phosphorylation 

des MAPK ERK et p38. En outre, l’effet sélectif de la délétion de GILZ sur la migration 

des cDC2 in vivo est intéressant. Il laisse à penser que GILZ contrôlerait particulièrement 
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la migration de ces cellules. In vitro, les cDC1 et cDC2 GILZko ont une chimiotaxie 

réduite envers CCL21. A ce titre, nous pouvons émettre deux remarques. Premièrement, 

in vivo, les cDC2 sont la population migrante majoritaire à 24h. Ceci peut mener à des 

effets de masse exacerbant les différences entre souris GILZko et CTRL. In vivo, la 

migration dépend de nombreux processus, dont la vitesse de migration et la 

chimiotaxie. Or nous n’avons de résultat sur la vitesse de migration que pour les BMDC, 

cellules fonctionnellement proches des cDC2 (Helft et al., 2015). Il est possible que la 

délétion de GILZ ne module pas la vitesse de migration des cDC1. Nous avons montré, 

dans l’article traitant des effets de la mutation gain de fonction de CXCR4, que les cDC2 

de la peau expriment des niveaux de CXCR4 et CCR7 plus faibles que les cDC1. En 

revanche, dans l’étude sur la migration des DC GILZko, nous ne montrons pas 

d’expression différentielle de GILZ dans les DC de la peau. Ainsi, il est possible que 

l’effet de GILZ sur la signalisation de CXCR4 et CCR7 soit aggravée dans les cDC2, 

exprimant plus faiblement ces récepteurs. On peut aussi faire l’hypothèse que GILZ 

régule spécifiquement la migration des cDC2 en interagissant avec des facteurs 

spécifiques de ces cellules et régulant leur migration, comme IRF4 dont GILZ régule 

l’expression dans les LT (Yosef et al., 2013).  

Les similitudes entre le gain de fonction de CXCR4 et la délétion de GILZ ne s’arrêtent 

pas à la migration des DC. En effet, le gain de fonction de CXCR4 aggrave 

l’inflammation des tissus dans le modèle K14-HPV-cxcr4+/1013. La délétion de GILZ 

aggrave l’inflammation des tissus dans les expériences d’hypersensibilité retardée. GILZ 

et la désensibilisation de CXCR4 auraient alors des effets anti-inflammatoires. Il serait 

à ce titre intéressant d’étudier extensivement l’expression de GILZ dans les DC 

immatures et matures traitées ou non avec CXCL12. L’activité anti-inflammatoire de 

l’expression de GILZ dans les DC est connue. L’environnement cutané des souris K14-

HPV diminue l’expression du CMH II sur les DC, et le rôle de la désensibilisation de 

CXCR4 dans ce processus n’est pas connu. 
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On peut aussi se demander comment le gain de fonction de CXCR4 et la délétion de 

GILZ impacte les DC résidentes des OL. Nous avons vu que ni la délétion de GILZ ni le 

gain de fonction de CXCR4 n’altère leur capacité à s’activer en réponse à des agonistes 

de TLR. Les DC résidentes des OL peuvent migrer au sein des ganglions (Woodruff et 

al., 2014) et elles ont des fonctions pouvant différer de celles des DC du sang et des 

DC migrantes (Segura et al., 2012). Ces DC peuvent interagir directement avec les DC 

migrantes qui peuvent leur transférer des antigènes (Allan et al., 2006). On peut donc 

se demander si l’effet observé du gain de fonction de CXCR4 et de la délétion de GILZ 

sur l’accroissement de l’inflammation cutanée est lié à l’impact qu’ils opèrent sur la 

migration. De surcroit, on peut se demander si, partant du principe que la précédente 

hypothèse est vraie, l’éventuel impact de la diminution de migration est direct sur la 

modulation des réponses T ou s’il passe par un intermédiaire que sont les DC 

résidentes des OL. 

 

Fonctions nouvelles de GILZ dans les DC et leurs liens avec la migration  

Nous venons donc de voir que GILZ et CXCR4 ont des fonctions communes. Nous 

avons poursuivi les études sur la migration des DC dans le modèle murin de délétion 

de la protéine GILZ dans les DC, les souris CD11c-GILZko, développé au laboratoire 

(Calmette et al., 2016). Dans une étude précédente, nous avions démontré le rôle de 

GILZ sur la régulation de la macropinocytose dans les DC. Les DC GILZko ont une 

macropinocytose accrue in vitro et in vivo. L’impact de GILZ sur cette capacité de 

capture antigénique nous a orienté vers l’étude de la vitesse de migration de ces 

cellules. En effet, la vitesse de migration et la macropinocytose sont des processus en 

compétition dans les DC immatures. Cette compétition traduit l’alternance des 

capacités de capture d’antigène et de migration rapide des DC (Chabaud et al., 2015). 

Nous avons montré que la délétion de GILZ dans les DC réduit leur vitesse de migration 

dans des expériences de migration confinée en micro-canaux. Nous avons pu corréler 

directement cette diminution de vitesse de migration à l’augmentation de la capture 

antigénique par macropinocytose dans ces cellules. La délétion de GILZ réduit la 
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migration des cDC2 in vivo. On peut penser que la délétion de GILZ favorise la 

macropinocytose au détriment de la mise en place de la migration dans ces cellules. Il 

est à noter que la régulation différentielle de la macropinocytose dans les sous-

populations de DC de la peau reste non explorée. Cependant, les DC GILZko et CTRL 

stoppent la macropinocytose après activation de façon similaire (Calmette et al., 2016). 

Les expériences de FITC painting utilisent du dibutylphtalate, un activateur chimique 

des cellules. Dans ces expériences, les DC CTRL et GILZko sont donc activées, et 

l’inhibition de la macropinocytose n’intervient pas plus tard dans les cellules GILZko que 

dans les CTRL (Calmette et al., 2016). Il est donc peu probable qu’un retard sur l’arrêt 

de macropinocytose puisse expliquer le retard de migration des cDC2. En revanche, les 

DC réalisant la macropinocytose semblent avoir une meilleure capacité de patrouille 

tissulaire que les cellules n’en réalisant pas (Moreau et al., 2019). On peut alors se 

demander si les DC GILZko n’ont pas une distribution tissulaire bouleversée par rapport 

aux DC CRTL. En outre, la macropinocytose pourrait permettre de migrer contre les 

gradients de pression. Mais une fois activées, et la macropinocytose inhibée, les DC 

pourraient se retrouver piégées par les pressions tissulaires. L’augmentation de 

macropinocytose pourrait alors avoir un effet indirect sur la migration des DC en 

augmentant les distances tissulaires à parcourir. Cependant, les DC GILZko migrent 

moins rapidement que les DC CTRL dans les espaces confinés. Ce phénomène pourrait 

aider à normaliser leur distribution en limitant leur déplacement. 

GILZ est une protéine capable d’interagir avec de nombreux facteurs modulant la 

chimiotaxie des DC tels que les MAPK ERK et p38, ou encore la protéine NFkB, centrale 

dans l’activation des DC. Nous nous sommes donc proposés d’étudier l’effet de GILZ 

sur la chimiotaxie des DC. Nous avons pu mettre en évidence que la chimiotaxie des 

DC GILZko est réduite envers CXCL12 (DC non activées) et CCL21 (DC activées). 

Finalement, nous avons mis en évidence que les DC GILZko ont une concentration de 

calcium cytosolique diminuée au repos, mais aussi une entrée de calcium réduite après 

induction du stress réticulaire. Ces résultats restent à être démontrés in vivo, et les 
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mécanismes sous-jacents investigués dans des modèles de DC manipulables (MutuDC 

par exemple (Pigni, Ashok and Acha-Orbea, 2016; Pigni et al., 2018)), cependant ils 

pourraient expliquer, au moins en partie, le retard de migration observé in vivo. 

Fonctionnellement, cette différence d’entrée calcique pourrait être mise en lien avec la 

chimiotaxie diminuée des DC envers CCL21 et CXCL12. On aurait alors un retard de 

migration lié à une moindre sensibilité des DC aux chimiokines responsables de leur 

migration vers les GL.  

Finalement, on ne peut pas réellement conclure sur le fait que les DC GILZko ont un 

défaut transitoire de migration induit par l’inflammation, ou si elles ont un défaut 

constitutif en permanence rattrapé, expliquant les nombres similaires de DC dans les 

GL des souris GILZko et CTRL à l’homéostasie. Les DC GILZko auraient alors toujours un 

retard d’arrivée aux GL. Pour vérifier cela, il faudrait pouvoir induire de manière non 

inflammatoire l’expression de la GFP dans les DC de la peau et suivre leur migration 

aux GL. Si nous démontrions un retard de migration dans ces conditions, nous 

pourrions conclure à un retard de migration constitutif. Nous pourrions pour cela 

utiliser des modèles murins exprimant des protéines photo-convertibles telles que les 

protéines kaede (Tomura and Kabashima, 2008).  

 

GILZ et CXCR4 sont régulés par les glucocorticoïdes 

GILZ tout comme CXCR4 sont des protéines dont l’expression est augmentée par les 

glucocorticoïdes (GC), molécules anti-inflammatoires (Caulfield et al., 2002). De plus, le 

traitement de monocytes par les GC favorise leur chimiotaxie envers le FMLP, mais 

réduit leur adhérence aux surfaces (Ehrchen et al., 2007). Si l’on peut faire l’hypothèse 

que la délétion de GILZ dans ces cellules inhibe l’effet des GC sur la chimiotaxie, le gain 

de fonction de CXCR4 serait-il redondant ou complémentaire de cette délétion ? Il 

faudrait tester l’effet des GC sur la chimiotaxie des DC envers CXCL12 dans un contexte 

de gain de fonction de CXCR4. L’effet des GC sur CXCR4 et l’adhérence des cellules est 

intéressant car, avec CCL21, CXCL12 est une chimiokine largement retrouvée en 

association avec la matrice extracellulaire. Il serait utile de savoir si les GC favorisent la 
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chimiotaxie des DC envers les gradients de chimiokines libres plutôt que les gradients 

de chimiokines fixées. En outre les DC ayant été traitées aux GC ont un phénotype anti-

inflammatoire. Les GC, en favorisant la migration de DC anti inflammatoires pourraient 

ainsi réguler, via la migration, la tolérance immunitaire. Cependant il est à garder à 

l’esprit que la régulation de la chimiotaxie médié par les GC est dépendante de 

l’environnement (Ehrchen, Roth and Barczyk-Kahlert, 2019).  

 

GILZ et la désensibilisation de CXCR4 limitent l’activation des DC  

Après avoir vu que GILZ et CXCR4 ont des fonctions et des régulations communes sur 

la migration des DC, voyons leur impact sur l’activation des DC. GILZ est un facteur 

connu de la tolérance dans les DC (Hamdi et al., 2007; Cathelin, Met and Svane, 2013; 

Calmette et al., 2014; Karaki et al., 2014). En effet, sa surexpression limite l’action de 

NFkB tout en diminuant l’expression de CMHII. De manière générale, le phénotype 

CMHIIfaible des DC est associé avec des fonctions tolérogènes. Celles-ci associent une 

accumulation de Treg et une faible activation des réponses T effectrices. Nous 

montrons ici que le gain de fonction de CXCR4 promeut un phénotype inflammatoire 

sur les DC migrantes, une explication possible étant la sélection des DC les plus activées 

pour quitter le derme. Ceci suggère une action de limitation de l’inflammation pour la 

désensibilisation de ce ChR. Pour être plus précis, les DC Cxcr4+/1013 migrantes des GL 

surexpriment CD86 par rapport à leur homologues CTRL. En revanche, les DC 

résidentes de la peau et les GL Cxcr4+/1013 et CTRL ont une activation similaire. De 

même, les cultures de DC in vitro montrent une activation similaire des DC Cxcr4+/1013 

et CTRL en réponses au LPS et au ssRNA en présence ou non de CXCL12. Ainsi, si cette 

suractivation est liée à une synergie avec la signalisation de CXCR4, les facteurs 

impliqués restent inconnus. On peut cependant exclure le GM-CSF et le FLT3-L, tous 

deux présents dans les cultures in vitro. Il est aussi possible aussi que la nature du 

CXCL12 utilisé en culture ne soit pas similaire à celle du CXCL12 (Clivé ou non, dimères 

ou non…) retrouvé in vivo. Nous pourrions là encore utiliser des souris chimères, qui 
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permettraient de démontrer le rôle intrinsèque du gain de fonction de CXCR4 sur 

l’activation des DC.  

Nous pensons donc que ces DC migrantes dans les GL ne se « suractivent » pas, mais 

qu’elles sont les plus activées du derme. Nous montrons aussi que, dans le contexte 

HPV, dans les GL, les DC cxcr4+/1013 sur-expriment le CCR7 par rapport aux DC CTRL. 

Ainsi seul un petit groupe de DC très activées pourrait quitter le derme dans les souris 

Cxcr4+/1013 grâce à l’expression forte du ChR CCR7 leur permettant de dépasser la 

rétention induite par CXCL12. Ceci pourrait expliquer de fait les nombre réduit de DC 

migrante et leur état d’activation supérieur aux DC CTRL dans les GL. Il n’y aurait pas 

d’effet direct du gain de fonction de CXCR4 sur l’activation des DC. Il serait intéressant 

de continuer ces études dans un modèle Life-act GFP (souris exprimant la GFP en 

association de l’actine dans les DC). Ces modèles serviraient à réaliser des imageries in 

vivo en microscopie biphotonique sur des tissus vivants. Cela pourrait permettre de 

voir si les DC Cxcr4+/1013 sont capables ou non de s’extraire de leur interaction avec la 

membrane des cellules endothéliales lymphatiques. Finalement, des études de leur 

migration in vitro en présence de CXCL12 dimère, ou non, dont la queue C-ter est clivée 

ou non et en présence, ou non de structures facilitant l’adhérence des cellules pourrait 

permettre de mieux définir le rôle du gain de fonction de CXCR4 sur la chimio / 

haptotaxie des DC.  

 

La désensibilisation de CXCR4 favorise l’apparition d’un phénotype tolérogène 

des DC  

Nous avons continué les observations sur l’activation des DC dans un modèle murin 

d’inflammation chronique de la peau, les souris K14-HPV-cxcr4+/1013. Dans ce modèle 

nous reproduisons la diminution de l’expression du CMHII médiée par l’environnement 

dysplasique de la peau des souris K14-HPV, dans les DC de la peau et des ganglions 

(Mittal et al., 2013; Chandra et al., 2016). Cependant le gain de fonction de CXCR4 

annule l’effet de HPV sur le phénotype des DC des GL, mais pas de la peau. Ainsi, là 

encore, ce serait les DC les plus activées, et donc exprimant le plus de CMHII, qui 
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seraient les plus aptes à se libérer de la rétention induite par CXCL12 qui migreraient 

aux GL. Cela laisse penser que la désensibilisation de CXCR4 joue un rôle important 

dans le maintien de la tolérance immunitaire dans les tissus. L’inflammation importante 

médiée par le gain de fonction de CXCR4 dans les tissus pourrait avoir un effet distant 

sur la capacité des DC à se différencier en DC tolérogènes. Ainsi, le gain de fonction de 

CXCR4 diminue la migration des DC faiblement activées aux GL et favorise 

l’inflammation de la peau dans un contexte d’inflammation chronique. L’effet de la 

dysfonction de CXCR4 nous aide à mieux comprendre le rôle de la signalisation de 

CXCR4 dans la biologie des DC.  

 

Effets du gain de fonction de CXCR4 sur l’induction de la susceptibilité accrue à 

HPV. 

De ces résultats émergent une question importante. Comment combiner le fait que les 

DC porteuses du gain de fonction de CXCR4 soient plus inflammatoires avec le fait que 

cette mutation seule, dans les cellules myéloïdes, semble suffisante pour maintenir la 

pathogenèse cutanée accrue liée à l’infection par les virus HPV chez les patients 

WHIM ? Chez l’Homme, un cas clinique de guérison des verrues cutanée chez un 

patient WHIM, lié à la perte accidentelle de l’allèle CXCR4 muté dans un progéniteur 

myéloïde a été rapporté (McDermott et al., 2015). Ainsi, on peut faire l’hypothèse que 

le gain de fonction de CXCR4, même s’il favorise un phénotype pro-inflammatoire des 

DC dans les GL, inhibe en partie leur fonction d’induction des réponses lymphocytaires 

T en limitant leur nombre dans les GL. La perte du gain de fonction de CXCR4 dans les 

cellules myéloïdes, et donc les DC, mais pas l’environnement cutané, suffit à corriger 

les verrues induites par l’infection HPV.  En outre un deuxième élément central est à 

prendre en compte. Dans nos études nous montrons que le gain de fonction de CXCR4 

inhibe fortement la sortie des pDC de la moelle osseuse. Cependant ce gain de fonction 

ne module pas leur différenciation ni celle des précurseurs de cDC. En outre, le gain de 

fonction de CXCR4 n’impacte pas la capacité des pDC à s’activer en réponse à une 

injection intrapéritonéale de CpG, liguant du TLR9, ni leur capacité à produire des IFN 
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I et à activer les cellules NK. Ainsi, tout porte à penser que le gain de fonction de CXCR4 

limite la réponse immunitaire en limitant le nombre de DC en circulation et dans les 

GL. Cette limitation du nombre de DC pourrait avoir comme conséquence de diminuer 

les ratios DC/T, limitant les réponses T spécifiques. En outre, il pourrait induire un 

appauvrissement des antigènes amenés aux GL et donc, une limitation de l’activation 

de LT spécifiques.  

 

GILZ régule l’entrée de calcium dans les DC 

L’un des mécanismes, impacté par la délétion de GILZ, les plus intéressants à étudier 

pour comprendre la modulation de migration des DC est la diminution de l’entrée 

calcique dans ces cellules. Nous montrons que les flux calciques sont largement réduits 

dans les DC GILZko. L’entrée et l’homéostasie calcique sont diminuées, la sortie de 

calcium n’est pas augmentée. Les défauts d’entrée sont corrélés à une diminution de 

l’expression des canaux ORAI. C’est une piste convaincante quant à l’origine du défaut 

d’entrée calcique. Cependant, si le défaut d’expression et de distribution cellulaire 

d’ORAI1 coïncident avec une réduction d’entrée de Ca2+, les défauts d’expression 

d’ORAI2 sont contradictoires. En effet ORAI2 est connu, en particulier dans les 

macrophages et les LT, pour induire une entrée de calcium plus faible que celle médiée 

par ORAI1, limitant ainsi le SOCE. On considère ainsi que ORAI2, en s’associant à ORAI1 

limite l’entrée de Ca2+ et contrôle son homéostasie. Il est envisageable que la perte de 

fonctionnalité d’ORAI1, ou la diminution chronique du Ca2+ cytosolique ait pour effet 

d’induire une boucle de rétroaction positive sur l’entrée calcique en limitant 

l’expression d’ORAI2. Ceci aurait pour effet de maximiser la fonction d’ORAI1 à la 

membrane plasmique. On peut par exemple imaginer que cette boucle passe par 

l’action de NFAT, diminué dans les DC GILZko et qui aurait alors un effet positif sur 

l’expression d’ORAI2. Un autre facteur possible serait SGK1 dont la stabilisation par 

GILZ pourrait favoriser l’expression d’ORAI2. L’expression d’ORAI1 est, elle, démontrée 

comme dépendante de la fonction de SGK1. Ici, pour conclure, la diminution de 

l’expression d’ORAI1 pourrait être liée à une moindre fonctionnalité de SGK1, et celle 
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d’ORAI2, à la diminution d’un mécanisme de rétroaction positive sur l’entrée de Ca2+ 

qui limiterait les inhibiteurs de la fonction d’ORAI1. 

Concernant la différence de localisation d’ORAI1, comme nous le présentions dans 

l’introduction, GILZ et SGK1 sont connus pour favoriser la stabilisation membranaire 

des canaux ENaC dans les cellules du rein. SGK1, stabilisé par GILZ, agit en 

phosphorylant NEDD4-L, une E3 ubiquitine ligase ayant ORAI1 pour cible. Il est donc 

possible que ce que nous observons dans les DC GILZko soit un adressage augmenté, 

par rapport aux DC CTRL, vers les endolysosomes, et non une rétention d’ORAI1 dans 

les domaines sous membranaires où il se trouve adressé à l’homéostasie. Cela pourrait 

aussi expliquer la diminution protéique d’ORAI1 dans les expériences de cytométrie en 

flux. On pourrait aussi faire l’hypothèse qu’ORAI2 est lui aussi régulé par SGK1 et 

NEDD4-L, et que la perte de fonction de SGK1 induise sa déstabilisation. Ainsi, dans les 

DC, la stabilité membranaire d’ORAI1 et 2, mais pas celle d’ORAI3, serait médiée par le 

couple GILZ/SGK1 favorisant l’inhibition de NEDD4-L. La dilution d’ORAI1 dans le 

cytosol des DC GILZko ou CTRL traitées à l’inhibiteur de SGK1 correspondrait alors à un 

adressage d’ORAI1 aux endolysosomes.  

Il est aussi intéressant de remarquer que les expressions sous membranaire et 

membranaire d’ORAI1 ne semblent pas régulées par les mêmes mécanismes. En effet, 

les DC CTRL et GILZko, mais surtout les DC GILZko traitées avec l’inhibiteur de SGK1 

conservent tout de même une expression membranaire de ORAI1. Il est donc possible 

qu’un stock d’ORAI1 soit en permanence exprimé à la membrane selon un mécanisme 

indépendant de GILZ ou de SGK1. Il est envisageable que les DC conservent toujours 

une expression membranaire d’ORAI1 et 3, leur permettant de mettre en place les 

courants non capacitifs médiés par ces protéines.  

Finalement, on peut se demander s’il existe un ou plusieurs mécanismes de régulation 

de la localisation d’ORAI1. En effet, la délétion de GILZ mime l’inhibition fonctionnelle 

de SGK1 sur la localisation d’ORAI1, mais on ne peut ici pas conclure à l’existence d’un 

mécanisme unique ou celle de deux mécanismes nécessaires pour l’adressage/stabilité 
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d’ORAI1 à la membrane. En termes de mécanismes, on peut par exemple penser que 

GILZ agirait sur les ORAI d’une manière similaire que sur les canaux ENaC. GILZ 

inhiberait l’activité de ERK en interagissant physiquement avec cette protéine. ERK a 

pour fonction de phosphoryler les canaux ENaC les rendant ainsi détectables par 

NEDD4-L. En parallèle GILZ agirait en synergie avec SGK1 aboutissant à une co-

répression de NEDD4-L. Finalement, GILZ inhiberait la phosphorylation de SPAK et la 

fonction de WNK4 et Raf-1. WNK4 est un inhibiteur de WNK1, retrouvé fortement 

exprimé dans les DC GILZko dans nos expériences de transcriptomique. Une analyse 

plus poussée sur l’interactome des ORAI1-2 et 3 pourrait permettre de mettre une 

évidence l’indépendance relative d’ORAI3 à ces mécanismes.  

 

La modulation de l’entrée calcique est-elle causale de la modulation de la vitesse 

de migration ? de celle de la chimiotaxie ?  

On peut alors se demander si c’est par son effet sur l’homéostasie calcique ou celui sur 

l’activation des MAPK et de la macropinocytose que GILZ régule la chimiotaxie et la 

mobilité des DC. Si l’on peut corréler de manière directe le rôle de l’augmentation de 

la macropinocytose sur la limitation de la vitesse de migration dans les DC immatures, 

son rôle sur la migration des DC matures est nul. Ainsi, la diminution de l’entrée de 

Ca2+ est le seul mécanisme, dans nos études, pouvant limiter la chimiotaxie et la 

migration de ces cellules. Cependant, le rôle exact des flux calciques sur la migration 

est encore confus dans la littérature, même si un consensus semble se créer quant à 

l’importance de cet ion sur la fonction des DC. On peut se demander quel est le rôle 

exact du SOCE sur la modulation de migration dans les DC. Toujours est-il que ce 

processus semble jouer un rôle important sur la migration des DC et la délétion de 

STIM1 provoque un retard de migration très similaire à celui retrouvé après délétion 

de GILZ (Nunes-Hasler et al., 2017). De plus, si l’on démontre une diminution de 

l’expression et une modification de la distribution d’ORAI1, le rôle causal de cette 

diminution sur l’entrée calcique reste à démontrer formellement. Nous montrons en 

outre une modification de l’homéostasie calcique des DC, qui ne corrèle pas 
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exactement avec une modification du SOCE seul. Nous pouvons donc conclure que le 

SOCE est fortement diminué dans les DC GILZko, mais que ce processus n’est 

certainement pas le seul impacté et que sa place dans la régulation directe de la 

migration reste à démontrer. De plus, ici, l’étude de la fonction de la PLCß4 semble 

centrale. Cette protéine pourrait faire un lien direct entre GILZ et la régulation de la 

macropinocytose et du SOCE. Cette protéine est d’autant plus intéressante au regard 

du fait que l’expression de la PLCß2 est démontrée comme étant augmentée par un 

autre canal inhibiteur du SOCE, TRPM4, dans les DC (Barbet et al., 2008). Cette 

régulation, positive cette fois, n’est pas sans rappeler celle de la PLCß4 et d’ORAI2. Il 

serait intéressant de réaliser des études de chimiotaxie sur des DC traitées ou non par 

un inhibiteur de PLCß. Il serait bon de voir si l’inhibition des PLCß normalise la 

macropinocytose et augmente la vitesse de migration des DC GILZko immatures par 

exemple. 

 

Conclusion  

L’ensemble de nos données semble dessiner un rôle particulier des GC sur la capacité 

des DC différenciées à s’extraire des tissus. C’est un rôle particulièrement intéressant 

au regard de la régulation circadienne, tonique des GC. Ainsi, nous proposons de 

nouvelles pistes de régulation, possiblement circadienne, de la réponse immunitaire 

des DC par les GC via la modulation de leur motilité, leur chimiotaxie, leur homéostasie 

calcique et in fine leur migration. L’utilisation de portoirs à dont on contrôle les rythmes 

d’éclairage pourraient permettre de mettre en évidence des modulation circadiennes 

de la migration homéostatiques des DC chez la souris. Nous pourrions alors voir les 

phénotypes associés notamment ceux liés à la tolérance immunitaire. Nous pourrions 

associer à ces expériences des groupes de souris traitées à la mifepristone, inhibiteur 

des récepteurs aux GC et des dosage de GC circulant. En outre, la production des GC 

est finement régulée, et est fortement augmentée dans certaines pathologies tels que 

les cancers (Yang et al., 2019), mais aussi le stress. Ces résultats proposent de nouvelles 

pistes d’étude de la réponse immunitaire dans ces pathologies. 
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Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper Protein Controls
Macropinocytosis in Dendritic Cells

Joseph Calmette,* Matthieu Bertrand,*,1 Mathias Vétillard,*,1 Mehdi Ellouze,†

Shaun Flint,‡ Valérie Nicolas,x Armelle Biola-Vidamment,{ Marc Pallardy,{

Eric Morand,‖ Françoise Bachelerie,* Véronique Godot,† and Géraldine Schlecht-Louf*

Ag sampling is a key process in dendritic cell (DC) biology. DCs use constitutive macropinocytosis, receptor-mediated endocytosis,

and phagocytosis to capture exogenous Ags for presentation to T cells. We investigated the mechanisms that regulate Ag uptake by

DCs in the steady-state and after a short-term LPS exposure in vitro and in vivo. We show that the glucocorticoid-induced leucine

zipper protein (GILZ), already known to regulate effector versus regulatory T cell activation by DCs, selectively limits macropinocytosis,

but not receptor-mediated phagocytosis, in immature and recently activated DCs. In vivo, the GILZ-mediated inhibition of Ag uptake is

restricted to the CD8a+ DC subset, which expresses the highest GILZ level among splenic DC subsets. In recently activated DCs, we

further establish that GILZ limits p38 MAPK phosphorylation, providing a possible mechanism for GILZ-mediated macropinocytosis

control. Finally, our results demonstrate that the modulation of Ag uptake by GILZ does not result in altered Ag presentation to CD4

T cells but impacts the efficiency of cross-presentation to CD8 T cells. Altogether, our results identify GILZ as an endogenous inhibitor

of macropinocytosis in DCs, the action of which contributes to the fine-tuning of Ag cross-presentation. The Journal of Immunology,

2016, 197: 4247–4256.

D
endritic cells (DCs) are immune sentinels that regulate
immunity and tolerance (1–3). Within tissues, DCs collect
Ags and sense the potential danger signals. They then

traffic to the T cell zone of secondary lymphoid organs where they
present antigenic peptides to T cells to maintain tolerance or to
orchestrate adaptive-immune responses. Three main DC subsets,
plasmacytoid DCs (pDCs) and CD8a+ and CD8a2 conventional
DCs (cDCs), which were identified according to their ontogeny (2),
cooperate to initiate appropriate immune responses (4). Although
these DC subsets share a common Ag-presenting function, their
capacity for Ag capture, danger detection, migration, Ag process-
ing, and T cell (cross)-priming are distinct and differentially regu-
lated, in support of their functional specialization. One hallmark of
CD8a+ cDCs is their constitutive capacity to cross-present Ag to
CD8 T cells, which was attributed to a low degradative potential
in their endocytic pathway and dedicated phagosome-to-cytosol
transport machinery (5).
Ag capture is critical toDC function.DCs use threemainmechanisms

to acquire Ags: macropinocytosis, receptor-mediated endocytosis, and
phagocytosis. Macropinocytosis is a nonselective actin-dependent
process that is characterized by the formation of endocytic vesicles

ranging from 0.2 to 5mm in diameter and allows the internalization of
large quantities of fluid-phase solute. It is constitutively active in DCs
and is regulated by the small GTPases Rac1 and Cdc42 (6–9). Receptor-
mediated endocytosis by DCs depends upon Ag binding to receptors
that are internalized through clathrin-dependent or -independent
mechanisms (10). Finally, DCs also take up large particles by actin-
dependent phagocytosis, either nonspecifically or after receptor
engagement. These endocytic processes are differentially regulated
upon DC maturation. Macropinocytosis increases transiently in the
first 2 h following DC activation by TLR engagement in vitro
through a mechanism that depends upon the activation of MAPK-
activated kinase Rsk (p90 ribosomal S6 kinase) by Erk1/2 and p38
MAPKs (11). At later time points following in vitro activation,
macropinocytosis is dramatically reduced in DCs (12–14) as a re-
sult of a reduction in Cdc42 Rho GTPase activity (12). In vivo,
macropinocytosis was reported to remain active several hours after
DC activation, pointing to differences between in vitro and in vivo
regulation (15), but no study has investigated macropinocytosis in
recently activated DCs. Although nonspecific phagocytosis is re-
duced after DC maturation (12), receptor-dependent endocytosis
and phagocytosis remain essentially unaltered upon DC activation,
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2012), and the Fondation ARC pour la Recherche sur le Cancer. J.C. was supported
by a doctoral fellowship from the Ecole Doctorale Innovation Thérapeutique (ED
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both in vitro and in vivo (9, 10, 12, 16, 17). Importantly, the route of
Ag internalization by DC determines, at least in part, whether the
antigenic peptides are presented to CD4 T cells or cross-presented
to CD8 T cells (18, 19) and, thus, is critical for immune response
activation.
Glucocorticoid-induced leucine zipper protein (GILZ), first

reported as a glucocorticoid-responsive gene (20), is a key factor
contributing to the well-known anti-inflammatory effects of glu-
cocorticoids (21–23). GILZ is expressed in a large set of cells and
exerts pleiotropic effects through binding to promoter regions
(24), interactions with transcription factors, such as NF-kB (23,
25) and AP-1 (26), or nuclear exclusion of FOXO3 (27, 28). GILZ
also associates with signaling proteins like Ras/Raf-1 and mTORC2,
thereby inhibiting the MEK/Erk1/2 and mTORC2/AKT pathways,
respectively (29–31). We showed that the level of GILZ expression
in DCs is modulated in pathologic conditions (32) and controls their
capacity to favor effector or regulatory T cell expansion, both ex
vivo in humans (32–34) and in vivo in mice (35). In DCs, GILZ
expression is also reported to modulate IL-6 production and, thus,
the differentiation of Th17 cells (36). Thus, GILZ expression in DCs
is a key control point for the induction of pathogenic versus regu-
latory T cell responses in allergy and autoimmunity (32, 35–37).
To gain further insight into the physiologic role of GILZ in DC

function, we investigated GILZ expression levels in DC subsets and
the impact of its modulation on Ag capture and presentation in vivo
and in vitro, in the steady-state or upon TLR4 engagement by LPS.
We establish that GILZ expression is heterogeneous among DC
subsets and is downregulated upon LPS treatment. Using condi-
tional deficient mice that do not express GILZ in DCs (CD11c-
GILZKO mice), we further show that GILZ selectively limits
macropinocytosis, but not receptor-dependent phagocytosis, by
DCs. In vivo, this inhibition of macropinocytosis operates only in
the CD8a+ DC subset, which expresses the highest GILZ levels.
We further demonstrate that GILZ also limits macropinocytosis
in recently activated bone marrow–derived DCs (BM-DCs)
through a mechanism that may depend, in part, upon p38
MAPK, but not Erk1/2, inhibition. Finally, despite higher Ag
capture, we show that GILZ knockout (GILZKO) DCs activate
CD4 T cells similarly to control DCs but are less efficient at
cross-presentation. Altogether, our results point to a key role for
GILZ in macropinocytosis regulation in immature and recently
activated DCs, which may contribute to the fine-tuning of T cell
activation by CD8a+ DCs in vivo.

Materials and Methods
Mice

B6.Cg-Tg(Itgax-cre)1-1Reiz/J male mice [kind gift from Prof. B. Reizis
(38)] were crossed with homozygous GILZfloxed female mice [given by
Prof. E. Morand (39)] to generate CD11c-GILZKO mice. CD11c-GILZhi

mice were described previously (35). Mice were bred in the Animex an-
imal facility (Clamart, France) under specific pathogen–free conditions.
Experimentation was approved by the local Ethics Committee for Animals
(C2EA-26; Animal Care and use Committee, Villejuif, France) and com-
plied with French and European guidelines for the use of laboratory animals.
Male mice were used between 8 and 12 wk of age.

Cells

Splenic DCs were recovered by perfusion with 400 U/ml collagenase type
IV, 50 mg/ml DNase I (Roche Diagnostics, Meylan, France), and either
anti-CD11c or anti–mPDCA-1 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Paris, France)
(40). B cells were purified using a B Cell Isolation Kit. Magnetic cell sorting
was done using autoMACS (Miltenyi Biotec). Cell purity ranged from 90 to
95%. BM-DCs were generated as previously described (41) in the presence of
20 ng/ml murine rGM-CSF (Miltenyi Biotec). Each culture contained.90%
CD11c+ cells. The OVA257–264-specific H-2Kb–restricted B3Z hybridoma
(42) and the OVA265–280-specific I-A

b–restricted CD4 T cell hybridoma (43)

were maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS and
100 U/ml Penicillin-Streptomycin (Life Technologies BRL).

Ags and TLR agonist

OVAwas purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France)
and LPS EK was from InvivoGen (Cayla SAS, Toulouse, France). The
OVA257–264 (SIINFEKL) peptide corresponding to the immunodominant
Kb-restricted T cell epitope from OVA was purchased from AnaSpec
(Fremont, CA). LPS was used at 50 ng/ml. The following compounds were used
to assess Ag internalization: 70-kDa dextran-FITC and Lucifer Yellow (LY;
Sigma-Aldrich), OVA–Alexa Fluor 488 (OVA-AF488), and zymosan-FITC
(Molecular Probes, Invitrogen, Life Technologies). OVA-DQ (Molecular
Probes, Invitrogen, Life Technologies) was used to assess Ag processing (35).

Quantitative RT-PCR

RNA were extracted using an RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Les Ulis,
France). Reverse transcription was done with MuLV Reverse Transcriptase
(Applied Biosystems). Real-time quantitative RT-PCR was done with a
SYBR Green I Master Mix kit and a LightCycler 480 (Roche Diagnostics).
Results are normalized over b-actin expression. The primer sequences are
available upon request.

Western blots

Cells were lysed in the presence of leupeptin, aprotinin, and pepstatin
(Roche Diagnostics). Proteins were quantified with a Pierce BCA Protein
Assay (Thermo Scientific). Twenty-five micrograms of proteins was loaded
on 12% polyacrylamide gels (NuPage; Invitrogen, Courtaboeuf, France).
Anti-GILZ (FL-134 and G5; Santa Cruz Biotechnology), anti-p44/42
MAPK (Erk1/2), anti–phospho-p44/42 MAPK (p-Erk1/2) (Thr202/Tyr204),
p38 MAPK, and anti–phospho-p38 MAPK were used as described by the
manufacturer (Cell Signaling Technology, Danvers, MA). Anti–a-tubulin
Abs (DM1A; Sigma-Aldrich) were used for loading control.

Capture assays

For in vitro assays, 23 105 DCs per well were plated in 96-well microplates
and incubated with several Ag concentration for various times at 4 or 37˚C.
In some experiments, DCs were pretreated with LPS or with 1027 M
dexamethasone (Dex; Sigma-Aldrich). Ag capture by CD11c+ cells was
measured on an LSR Fortessa (BD Biosciences) or Mithras (Berthold
Technologies, Bad Wildbad, Germany). The mean fluorescence intensity
(MFI) at 4˚C was subtracted from the MFI at 37˚C to calculate DMFI. For
in vivo assays, mice were injected i.v. with 1 mg dextran-FITC in the ab-
sence or presence of 25 mg of LPS. Spleens were harvested 1 h later and
prepared for flow cytometry.

Presentation assays

BM-DCs were loaded with OVA or OVA257–264 peptide, washed, and used
to stimulate B3Z (105 cells per well) and MF2.2D9 (53 104 cells per well)
hybridomas for 18 h. BM-DC/hybridoma ratios ranged from 1:5 to 1:160.
IL-2 concentrations were measured by ELISA (BD Biosciences).

Flow cytometry

After an incubation with Fc Block (2.4G2 clone), cells were labeled for
30 min in PBS-FCS 2% at 4˚C in the dark with combinations of the fol-
lowing mAbs (clone): anti-CD11c (HL-3), anti-B220 (RA3-6B2), anti-
CD11b (M1/70), anti-CD8a (53-6.7), anti-CD40 (HM40-3), anti-CD86
(GL1), anti–MHC class II (M5/114.15.2), anti–PD-L1 (MIH5), anti-CD206
(MR5D3), and anti-GILZ (CFMKG15). mAbs and isotype controls were from
BD Biosciences (San Diego, CA) and eBioscience (San Diego, CA). Fluo-
rescence was acquired on an LSR Fortessa flow cytometer (BD Biosciences),
and analyses were done with FlowJo software (TreeStar).

Confocal microscopy

BM-DCs were observed using an inverted confocal laser-scanning mi-
croscope (LSM 510 META; Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), using a
Plan-Apochromat 633/1.4 oil-objective lens, equipped with an argon laser
(488-nm excitation wavelength). The green fluorescence emission was
collected with a 505-nm long-pass emission filter. Differential interference
contrast images were collected simultaneously with the green channel. The
pinhole was set at 1.0 Airy unit. Twelve-bit numerical images were ac-
quired with LSM 510 software version 3.2.

Statistical analysis

Statistical analyses were done with GraphPad Prism software.
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Results
GILZ expression in DC subsets from CD11c-GILZKO and
control mice

Conditional knockout (KO) mice were generated by crossing
GILZfloxed mice (39) with B6.Cg-Tg(Itgax-cre)1-1Reiz/J mice

(38). CD11c-GILZKO mice are fertile, with litters having normal

size and sex ratio and no overt clinical alterations. These mice

display normal distribution and numbers of pDC and cDC subsets

in their lymphoid organs (Supplemental Figs. 1, 2). The basal

phenotype of CD8a2 and CD8a+ cDCs and pDCs is not altered in

CD11c-GILZKO mice compared with DCs from control littermates

(Fig. 1A). Gilz expression is almost completely extinguished in

cDCs from CD11c-GILZKO mice, whereas no modification is

observed in B cells (Fig. 1B). As expected from CD11c expression

levels, the extinction of gilz is less important in the pDC population

(38). GILZ mRNA and protein are also absent in BM-DCs from

CD11c-GILZKO mice (Fig. 1C, 1D), even upon stimulation with the

most powerful GILZ inducer, Dex (Fig. 1C). We then checked

GILZ expression using an intracellular staining approach, which

confirmed a clear decrease in GILZ expression in CD8a2 and

CD8a+ DCs from CD11c-GILZKO mice, whereas GILZ extinction

was incomplete in pDCs, as expected (Fig. 1E, 1F). Remarkably,

these data also revealed a previously unsuspected heterogeneity in

GILZ expression by DC subsets, with CD8a+ DCs containing sig-
nificantly higher levels of GILZ protein than CD8a2 DCs and pDCs.

GILZ deficiency limits macropinocytosis, but not phagocytosis,
in DCs

We studied the capacity of DC subsets from CD11c-GILZKO mice
to take up a fluorescent tracer in vivo. CD11c-GILZKO and control
mice were injected with dextran-FITC, which is broadly used to
analyze fluid phase uptake but can also be internalized by mannose
receptor (CD206)-mediated endocytosis (13, 15, 44). Splenic DC
subsets were analyzed for dextran-FITC capture 1 h later. The three
DC subsets exhibit different capacities for dextran-FITC capture,
with pDCs being the most efficient, as reported previously (45), in
terms of the frequency of positive cells (Fig. 2A, 2B) and quantity
of fluorescent material internalized (Fig. 2A, 2C). CD8a+ DCs show
an intermediate efficiency for dextran uptake, and CD8a2 DCs are
the least efficient, consistent with previous studies using OVA-FITC
(6, 46). Although dextran-FITC uptake is not altered in GILZKO

CD8a2 DCs and pDCs compared with control subsets, we observed
a slight, but reproducible, increase in the frequency of FITC+CD8a+

DCs and the quantity of dextran-FITC internalized by GILZKO

CD8a+ DCs compared with control CD8a+ DCs (Fig. 2B, 2C).
These results strongly suggest that GILZ expression levels have an
impact on dextran capture by CD8a+ DCs in vivo.

FIGURE 1. GILZ expression is abrogated in DCs from CD11c-GILZKO mice. (A) Expression of MHC class II, costimulatory, and inhibitory molecules

by splenic DC subsets from CD11c-GILZKO (KO) and littermate control (Ctrl) mice was assessed by flow cytometry. DC subsets were defined as CD11c+CD8a+

(CD8a+), CD11c+CD8a2 (CD8a2), and CD11cloPDCA-1+ (pDC) cells. Representative line graphs are shown. gilzmRNAwas detected by quantitative RT-PCR

in splenic DCs, pDCs, B cells (B) and BM-DCs (C) from CD11c-GILZKO mice and normalized over b-actinmRNA. (C) BM-DCs were treated or not with 1027

M Dex for 18 h. (B) Data are mean6 SEM (n = 4 mice per group). **p, 0.01, *p, 0.05, Mann–Whitney U test. (C) Data are mean6 SEM (n = 6 independent

BM-DC cultures per genotype). **p, 0.01, Kruskal–Wallis test followed by the Dunn multiple-comparison test. (D) BM-DCs from GILZKO and Ctrl BM-DCs

were assessed for GILZ expression by Western blot. One representative blot is shown. (E and F) GILZ expression was assessed by intracellular cell staining in

CD8a+, CD8a2, and pDCs. Representative line graphs (E) and bar graphs (means 6 SEM) (F) are shown (n = 8 mice per group, cumulative data from three

independent experiments with two or three mice per group). ***p , 0.001, Ctrl versus KO DCs, two-tailed Mann–Whitney U test. #p , 0.01, comparison of

GILZ levels between DC subsets in Ctrl mice. ns, not significant.
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To characterize the impact of GILZ deficiency on Ag uptake,
control and GILZKO BM-DCs were incubated for different times
with dextran-FITC, and internalization was analyzed by flow
cytometry (Fig. 3A–C). As observed in vivo for the CD8a+ DC
subset, the frequency of FITC+ cells and the efficiency of dextran-
FITC uptake were increased in GILZKO BM-DCs compared with
control DCs (Fig. 3A, 3B) at all time points and concentrations
tested (Fig. 3C). To confirm these results, we used OVA-AF488,
an Ag that is captured by similar mechanisms as dextran (15, 44).
For all of the doses and time points tested, GILZKO BM-DCs
internalized higher amounts of OVA-AF488 than did control
BM-DCs (Fig. 3D, 3E). To validate the hypothesis that higher
GILZ expression is related to lower Ag capture, we used BM-DCs
derived from CD11c-GILZhi mice that constitutively overexpress
GILZ in DCs (35). As reported previously (35), GILZhi BM-DCs
are less efficient at OVA-AF488 capture than are control BM-DCs
(Fig. 3F). Thus, GILZ levels influence Ag uptake by DCs in vitro
and in vivo.
Dextran and OVA can be internalized upon macropinocytosis

and CD206-mediated clathrin-dependent endocytosis (13, 15, 44).
Therefore, we analyzed CD206 expression in control, GILZKO,
and GILZhi splenic DC subsets and BM-DCs by flow cytometry.
As previously reported (47), CD8a+ DCs and BM-DCs express
CD206 (Supplemental Fig. 3). The levels of CD206 expression
were similar, regardless of the genotype for gilz. Thus, these re-
sults rule out the possibility that the increase in dextran capture by
GILZKO CD8a+ DCs and BM-DCs results from higher CD206
expression.
We next investigated dextran-FITC internalization into DCs

using confocal microscopy. FITC-labeled vesicles that had the
typical appearance and distribution of macropinosomes were de-
tected in 59% of the GILZKO DCs and 53% of the control BM-
DCs. These vesicles were similar in size but were more abundant

in GILZKO DCs (Fig. 4A). This suggests that GILZ could inhibit
macropinocytic Ag uptake by limiting the formation of macro-
pinosomes. To strengthen the hypothesis that GILZ regulates
macropinocytosis, we investigated LY internalization, which strictly
depends upon receptor-independent macropinocytosis (48). The
GILZKO BM-DCs tended to be more efficient than control BM-DCs
with regard to LY internalization (Fig. 4B). Altogether, these results
indicate that GILZ limits macropinocytosis in DCs.
To determine whether GILZ exerts a general control on Ag

internalization byDCs, we next analyzed the uptake of zymosan-FITC
particles. Zymosan particles enter cells upon src- and syk-dependent
dectin-1–mediated phagocytosis (49). As opposed to the results
obtained with the Ags that are captured by macropinocytosis,
zymosan-FITC was endocytosed with similar efficiency by
GILZKO and control BM-DCs at all of the time points and
concentrations tested (Fig. 4C, 4D). Thus, GILZ does not impact
receptor-dependent phagocytosis in DCs.

GILZ limits macropinocytosis in recently activated DCs in vitro
but not in vivo

Upon TLR4 engagement by LPS in vitro, BM-DCs rapidly and
transiently increase macropinocytosis, which is maximal at 30–45
min post-LPS exposure (14). Considering the inverse association
between GILZ levels and macropinocytosis that we observed, we
sought to determine GILZ levels in LPS-treated BM-DCs. Anal-
ysis of GILZ expression in BM-DCs from control mice revealed
that GILZ protein levels are very quickly downregulated upon
LPS activation, with a 50–70% reduction after a 45-min activation
detected by Western blot and flow cytometry (Fig. 5A, 5B), and
they remained low at 18 h postactivation. As expected, BM-DC
treatment with Dex induced GILZ upregulation (Fig. 5B).
To determine whether there is a causal link between GILZ

downregulation and the macropinocytosis increase in DCs upon
LPS stimulation, we investigated whether GILZKO BM-DCs can
increase their macropinocytosis upon short-term stimulation with
LPS. Similar to what was reported by West et al. (14), GILZKO

and control BM-DCs were exposed to LPS for 45 min and incu-
bated for an additional 45 min with dextran-FITC, OVA-AF488,
or zymosan-FITC. Consistent with other studies (9, 14), short-
term DC stimulation with LPS induced an increase in dextran-
FITC and OVA-AF488 macropinocytosis (Fig. 5C). This increase
was observed for GILZKO and control BM-DCs; dextran capture
was increased by a factor of 18.2 6 5.2 in LPS-treated control
DCs and by a factor of 10.7 6 1.6 in LPS-treated KO DCs. Re-
markably, GILZKO BM-DCs still internalized more Ag than
control BM-DCs following activation, although the difference
did not reach statistical significance. In contrast, zymosan-FITC
phagocytosis was not modified upon BM-DC maturation, whatever
their genotype. As expected, the increase in Ag macropinocytosis
upon DC activation was transient (14, 50), and BM-DCs incubated
for 18 h with LPS before dextran-FITC addition displayed reduced
macropinocytosis compared with untreated BM-DCs (Fig. 5D).
Altogether, these data demonstrate that GILZ downregulation is not
required for increased macropinocytosis in recently activated DCs
but that GILZ limits macropinocytosis in immature and recently
activated BM-DCs, despite its reduced level in the latter.
We next investigated macropinocytosis by recently activated

DCs in vivo. We injected mice with 25 mg of LPS in addition to
dextran-FITC and analyzed Ag capture 1 h later. Consistent with
our in vitro results, GILZ expression was quickly reduced in DC
subsets upon LPS treatment of control mice (Fig. 5E, 5F). Re-
markably, in LPS-treated mice, the frequencies of DCs that took
up dextran-FITC and the quantities of internalized Ag increased
significantly only for the CD8a+ DC subset (Fig. 5G), whatever

FIGURE 2. Ag internalization by GILZKO and control DC subsets

in vivo. One milligram of dextran-FITC was injected i.v. into CD11c-

GILZKO and littermate control mice. One hour later, spleens were harvested,

and dextran-FITC internalization was assessed in DC subsets. (A) Repre-

sentative line graphs showing dextran-FITC uptake by CD8a+ DCs, CD8a2

DCs, and pDCs. The regions used to determine the percentage of FITC+ cells

are shown. Frequencies of FITC-positive cells (B) and dextran-FITC MFI (C)

among DC subsets. Data are mean 6 SEM (PBS: n = 4 mice; Dextran Ctrl:

n = 8 mice; Dextran KO: n = 7 mice; cumulative data from four independent

experiments). **p , 0.01, *p , 0.05, GILZKO CD8a+ DCs versus control

CD8a+ DCs, Mann–Whitney U test.
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their genotype for gilz. As opposed to the results obtained in vitro,
Ag capture by LPS-activated GILZKO and control CD8a+ DCs
was equivalent. Overall, these data show that GILZ exerts an inhib-
itory effect on constitutive, but not LPS-promoted, macropinocytosis
in CD8a+ DCs in vivo in contrast to the results obtained in vitro, at
least under these experimental conditions.

GILZ deficiency results in increased p38 MAPK activation in
response to LPS stimulation

The enhancement of macropinocytosis in short-term LPS-treated
DCs depends upon Rsk phosphorylation by the Erk1/2 and p38
MAPKs (11). Because GILZ is known to interact with Ras and,
thereby, inhibit Erk1/2 MAPK activation (29) and inhibit TNF-a–
induced Erk1/2 and p38 MAPK activation in endothelial cells
(51), we investigated Erk1/2 and p38 MAPK activation in GILZKO

DCs compared with control DCs. We assessed the phosphorylation
of Erk1/2 and p38 MAPKs in GILZKO and control BM-DCs, in
resting DCs, and at different time points after LPS treatment
(Fig. 6). The basal phosphorylation of p38 MAPK and Erk1/2
was similar in GILZKO and control BM-DCs (Fig. 6A, 6B),
demonstrating that the increased macropinocytosis in GILZKO

BM-DCs does not result from constitutive overactivation of these

pathways. Upon LPS treatment, Erk1/2 is phosphorylated to
similar levels in GILZKO and control BM-DCs (Fig. 6C), but the
phosphorylation of p38 MAPK was significantly higher in LPS-
treated GILZKO BM-DCs than in LPS-treated control BM-DCs
(Fig. 6D). These data demonstrate that GILZ inhibits LPS-induced
p38 MAPK activation in BM-DCs, thus identifying a possible
mechanism for GILZ-dependent limitation of macropinocytosis in
recently activated BM-DCs.

GILZ deficiency in DCs impacts cross-presentation

We next analyzed the impact of GILZ expression in DCs on Ag
processing and presentation. First, we verified whether the Ags
captured by GILZKO DCs were efficiently degraded. Therefore,
GILZKO and control BM-DCs were incubated with OVA-DQ for
1.5, 5, and 18 h and analyzed for Ag degradation owing to fluores-
cence emission (Fig. 7A). GILZKO BM-DCs displayed an increase in
OVA degradation compared with control BM-DCs for both con-
centrations and for all time points tested. As shown by a Spearman
correlation test, OVA degradation by GILZKO BM-DCs increased
with OVA internalization. Furthermore, linear regression revealed
that OVA-degradation efficiency was similar in GILZKO BM-DCs
and control BM-DCs (Supplemental Fig. 4). We then investigated

FIGURE 3. Increased Ag internalization by

GILZKO BM-DCs. (A–C) BM-DCs from

CD11c-GILZKO (KO) and littermate control

(Ctrl) mice were incubated with 0.5 or 1 mg/ml

of dextran-FITC at 4 or 37˚C for 1.5, 5, or

18 h. Dextran-FITC internalization was mea-

sured by flow cytometry. (A) Frequency of

FITC+ cells after a 1.5, 5, and 18 h-incubation

with 0.5 mg/ml dextran-FITC. (B) Represen-

tative line graphs showing FITC association

with CD11c+ cells in (A). MFI at 37˚C is

shown in the upper right corner of each panel.

(C) DMFI after 1.5, 5, and 18 h-incubation

with dextran-FITC. For the Ctrl BM-DCs, MFI

at 4˚C were 333 6 23 for 0.5 mg/ml, 1h30;

395 6 62 for 1 mg/ml, 1h30; 206 6 34 for

0.5 mg/ml, 5 h; 456 6 92 for 1 mg/ml, 5 h;

1575 6 235 for 0.5 mg/ml, 18 h; and 1812 6
298 for 1 mg/ml, 18 h. For the KO BM-DCs,

MFI at 4˚C were 418 6 45 for 0.5 mg/ml,

1h30; 441 6 72 for 1 mg/ml, 1h30; 349 6 56

for 0.5 mg/ml, 5 h; 3876 69 for 1 mg/ml, 5 h;

1642 6 329 for 0.5 mg/ml, 18 h; and 1976 6
356 for 1 mg/ml, 18 h. BM-DCs from CD11c-

GILZKO (D and E), CD11c-GILZhi (F), and

control mice were incubated for different times

with several doses of OVA-AF488, at 4 or

37˚C. (D and F) DMFI after incubation with

OVA-AF488. (E) Early kinetics of OVA-AF488

internalization (10 mg/ml). Data are mean 6
SEM for three independent BM-DC cultures per

genotype. (A, C, D, and F) Data are mean 6
SEM for four to eight BM-DC cultures per ge-

notype and were obtained from three or four

independent experiments. *p , 0.05, Mann–

Whitney U test.
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Ag presentation to CD4+ and CD8+ T cell hybridomas by GILZKO

DCs. Surprisingly, despite increased OVA capture and efficient
degradation, GILZKO BM-DCs induced a similar activation of the
MF2.2D9 CD4 T cell hybridoma as control BM-DCs, regardless of
the number of DCs or the concentration of Ag used (Fig. 7B, 7D).
Thus, the increase in macropinocytosis observed in GILZKO BM-
DCs did not result in increased Ag presentation to CD4+ T cells.
We next tested the impact of GILZ on cross-presentation by DCs.
OVA-loaded GILZKO BM-DCs are less efficient than control BM-
DCs in B3Z CD8 T cell hybridoma stimulation (Fig. 7C, 7E). In
contrast, when GILZKO and control BM-DCs were loaded with
synthetic OVA257–264 peptide, they induced similar activation of the
CD8 T cell hybridoma (Fig. 7F), ruling out a difference in the ex-
pression of MHC class I molecules between GILZKO and control
BM-DCs. These results support the conclusion that, although GILZ
limits the quantity of Ag acquired upon macropinocytosis, it favors
cross-presentation by DCs.

Discussion
In this study, we used conditional KO mice to investigate the
physiologic role of GILZ in DC subsets, with a focus on Ag capture
and presentation. Our results highlight the heterogeneity of GILZ
expression by DC subsets and its downregulation in DCs activated
via LPS treatment in vitro and in vivo. In addition, our work
identifies a previously unsuspected role for GILZ in the differential
regulation of endocytic processes in DCs in vitro and in vivo.
To investigate Ag capture by DCs, we used several well-

characterized compounds. Dextran and OVA are internalized by
macropinocytosis and by CD206-mediated clathrin-dependent en-
docytosis (13, 15, 44), and LYenters cells through macropinocytosis
independently of any receptor (48). In agreement with the fact that
GILZ downregulation in DCs results in increased OVA uptake (52),
our results demonstrate that GILZKO DCs exhibit an increased ef-
ficiency for dextran, OVA, and LY internalization compared with
control DCs, consistent with the reduction in OVA capture by
GILZhi DCs demonstrated previously (35) and confirmed in this
study. This increased efficiency is detected in terms of the fre-
quency of cells that take up the Ag and the quantity of Ag inter-
nalized, and it is also associated with more macropinosomes. In
contrast, GILZKO DCs behaved similarly to control DCs with
regard to dectin-1–dependent phagocytosis of zymosan particles

(49). Overall, these data support the conclusion that GILZ inhibits
fluid phase uptake in DCs but not phagocytosis. Because dextran
and OVA can be internalized in a CD206-dependent manner, we
cannot exclude that GILZ also controls CD206-mediated endocy-
tosis through a mechanism that would not depend on CD206 ex-
pression modulation. However, the concentrations of dextran and
OVA that we used in our experimental settings were reported to
favor CD206-independent uptake (53). In addition, dextran and
OVA capture are highly increased upon short-term activation by
LPS, which was reported to upregulate macropinocytosis but not
receptor-mediated endocytosis (10, 50). Therefore, we favor the
hypothesis that GILZ selectively inhibits macropinocytosis.
Macropinocytosis is tightly regulated upon DC maturation, with

a strong increase reported in the 2 h following in vitro activation. To
our knowledge, this is the first article to report that recently ac-
tivated DCs also increase macropinocytosis in vivo, as well as to
identify CD8a+ DCs as the most responsive subset in such a
setting, shedding light on the rapid and subset-specific regulation
of Ag capture in vivo. Our data also show for the first time, to our
knowledge, that GILZ is quickly downregulated upon DC treat-
ment with LPS both in vitro and in vivo. Therefore, we investi-
gated whether the decrease in GILZ levels contributes to the rapid
enhancement of macropinocytosis in recently activated DCs. We
observed a strong increase in macropinocytosis in vitro in LPS-
treated GILZKO BM-DCs and in vivo in CD8a+ GILZKO DCs
from LPS-injected mice, indicating that the reduction in GILZ
levels is not the control point for the increase in macropinocytosis
in recently activated DCs. Our results also clearly establish that
GILZ deficiency increases macropinocytosis in recently activated
BM-DCs in vitro, pointing to the fact that GILZ action on Ag
capture can operate in immature and mature DCs; however, we did
not observe the same results in activated splenic DCs in vivo.
Although it may result from the type of DCs used, this difference
also supports previous observations that the capacity of DCs to
capture Ag is differentially regulated after in vitro and in vivo
activation (15).
The molecular mechanisms that regulate macropinocytosis in

DCs remain poorly described. Constitutive macropinocytosis by
DCs is reported to depend primarily upon the Rho family GTPase
Rac, whereas the requirement for the Rac-related GTPases Rho and
Cdc42 remains modest (9, 12, 54). The increase in macropinocytosis

FIGURE 4. GILZ deficiency increases macropinocytosis but not receptor-dependent phagocytosis in DCs. (A) BM-DCs were incubated for 10 min with

dextran-FITC. Internalization was analyzed by confocal microscopy. Representative images are shown (left and middle panels). The macropinosomes were

counted in DCs from 15–20 fields (n = 140 for control, n = 114 for GILZKO). Arrowheads show representative macropinosomes. Scale bars, 10 mm. Bar

graph shows the mean (6 SEM) numbers of macropinosomes per DC per high-power field (HPF) (right panel). (B) BM-DCs were incubated with LY

(250 mg/ml) for 1 or 2 h. LY capture was measured using a Mithras. (C and D) BM-DCs from CD11c-GILZKO or control mice were incubated for different

times with several doses of zymosan-FITC, at 4 or 37˚C. (D) Early kinetics of zymosan-FITC (one particle per DC) internalization. (B–D) Data are mean 6
SEM for four to eight BM-DC cultures per genotype and were obtained from two to four independent experiments. ***p , 0.001, Mann–Whitney U test.
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upon short-term activation by TLR agonists in vitro is controlled by
phosphorylation of the MAPK-activated kinase Rsk as a consequence
of Erk and p38 MAPK activation (11). Given that GILZ is known to
inhibit Erk and p38 MAPK pathways in several cell types (29, 51), we
hypothesized that these pathways might be constitutively overactivated

in GILZKO DCs, thus explaining their enhanced basal macropinocytic
activity. The basal phosphorylation of Erk1/2 and p38 MAPKs was
similar in GILZKO and control DCs, indicating that GILZ inhibits
macropinocytosis through the modulation of another pathway in
nonactivated DCs. The Ras GTPase is one possible candidate to

FIGURE 5. GILZ limits macropinocytosis in LPS-activated DCs in vitro but not in vivo. (A) BM-DCs from control mice were incubated with 50 ng/ml

LPS for 45 min or 18 h, and GILZ protein was detected by Western blot (left panel) and normalized over tubulin (right panel). The blot is representative of

three experiments, and the normalized data show cumulative results from three experiments. (B) GILZKO or control BM-DCs were incubated with LPS for

45 min or 18 h or with 1027 M Dex. GILZ protein was detected by intracellular flow cytometry. Mean 6 SEM from 10 BM-DC cultures per genotype are

shown, from five independent experiments. **p, 0.01, *p, 0.05, Kruskal–Wallis analysis followed by the Dunn multiple-comparison test. (C) GILZKO or

control BM-DCs were stimulated with LPS for 45 min and incubated for an additional 45 min with 0.5 mg/ml dextran-FITC, 10 mg/ml OVA-AF488, or one

particle of zymosan-FITC per DC. Uptake of the fluorescent compounds was measured by flow cytometry. Bar graphs show mean 6 SEM from eight BM-

DC cultures per genotype and were obtained from three independent experiments. **p , 0.01, *p , 0.05, Kruskal–Wallis analysis followed by the Dunn

multiple-comparison test. (D) GILZKO or control BM-DCs were stimulated with LPS for 18 h and incubated with dextran-FITC for an additional 45 min

before FACS analysis. Data are mean 6 SEM from three BM-DC cultures per genotype from two independent experiments. CD11c-GILZKO and Ctrl mice

received 1 mg of dextran-FITC, with or without 25 mg of LPS. GILZ expression (E and F) and dextran-FITC internalization (G) were assessed in DC

subsets 1 h later. Representative line graphs (E) and bar graph (mean 6 SEM) (F) showing GILZ expression in CD8a+ DCs, CD8a DCs, and pDCs from

control mice (n = 4 mice from four independent experiments for each group). *p , 0.05, Mann–Whitney U test. (G) Frequencies of FITC+ cells (upper

panels) and MFI (lower panels) in DC subsets. Data are mean 6 SEM (PBS: n = 4 mice; Dextran Ctrl: n = 6 mice; Dextran GILZKO: n = 5 mice; Dextran +

LPS Ctrl: n = 4 mice; Dextran + LPS GILZKO: n = 5 mice; data obtained from four independent experiments). *p, 0.05, Kruskal–Wallis analysis, followed

by the Dunn multiple-comparison test. ns, not significant.
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mediate GILZ’s effect on macropinocytosis (29), because it was
reported to control this endocytic process in several cell types (7). We
further showed that GILZ inhibits activation of the p38 MAPK
pathway, but not of the Erk1/2 pathway, downstream of TLR4 en-
gagement in BM-DCs. Therefore, we propose that GILZ-mediated
control of macropinocytosis in activated BM-DCs could depend, at
least in part, upon the regulation of p38 MAPK phosphorylation.

Previous studies reported that DC-isolation procedures can
modify Ag uptake by DCs as a result of the releases of collagen
fragments upon enzymatic digestion (53). Moreover, Ag capture
depends upon DC activation, and DC isolation per se may alter
this process (55). For these reasons, we investigated capture by
DC subsets in their natural environment, after dextran-FITC in-
jection to mice. We demonstrate that GILZ limits dextran inter-
nalization by CD8a+ DCs, but not by CD8a2 DCs or pDCs, with
the last being the subset that takes up dextran the most efficiently
in vivo. We cannot exclude that this modulation of Ag capture in
CD8a+ DCs is due to their expression of CD206, which is known
to contribute to dextran endocytosis (56). However, it may also be
explained by the fact that CD8a+ DCs constitutively display
higher levels of GILZ than do pDCs and CD8a2 DCs. A differ-
ential regulation of macropinocytosis and apoptotic cell uptake
between DC subsets was reported in several articles (6, 46, 57). In
particular, the study by Kerksiek et al. (6) established that Rac1 is
critical to control Ag internalization by the CD8a+ DC subset but
not by CD8a2 DCs. Our study confirms that Ag capture by DC
subsets is differentially regulated in vivo and establishes that
GILZ contributes to this subset-specific modulation, possibly
through selective modulation of small GTPases. An important
consequence of this regulation of the Ag-capture mechanisms is
the shaping of the antigenome available for processing and pre-
sentation by CD8a+ DCs depending on their GILZ expression
(i.e., on their activation state), with a possible qualitative impact
on the repertoire of peptides that they present.
The analysis of Ag presentation revealed that, despite their

higher Ag capture, GILZKO DCs are not more efficient than control
DCs at CD4 T cell activation and are even less efficient at CD8 T cell
cross-priming. This uncoupling between the quantity of internalized
Ag and its level of presentation raises a question about Ag processing
after its internalization by macropinocytosis in GILZKO DCs. Our

FIGURE 6. LPS activation results in higher p38 MAPK activation in

GILZKO BM-DCs. GILZKO or control BM-DCs were incubated with

50 ng/ml LPS for 10, 20, or 40 min. Cell lysates were assessed for Erk1/2

(A) and p38 MAPK (B) phosphorylation (p-Erk and p-p38) by Western blot.

Total Erk1/2 and p38 MAPK (T-ERK and T-p38) were also assessed. Rep-

resentative data from one of five individual experiments are shown. (C and D)

Phosphorylated proteins were quantified and normalized over total protein

(T-Erk1/2 and T-p38) for each BM-DC culture. Mean 6 SEM are shown.

*p, 0.05, p38 phosphorylation in Ctrl versus KO BM-DCs at each time point,

Kruskal-Wallis analysis followed by the Dunn multiple-comparison test.

FIGURE 7. Ag processing and presentation by

GILZKO BM-DCs. (A) BM-DCs were incubated

with OVA-DQ for 1.5, 5, or 18 h, and Ag degra-

dation was measured by flow cytometry. BM-DCs

were incubated with 50 mg/ml OVA for 1.5 h (B) or

with 1 mg/ml OVA for 4 h (C) and used for Ag

presentation to MF2.2D9 hybridoma (B) or cross-

presentation to B3Z hybridoma (C) at various DC/T

cell ratios. BM-DCs were incubated with various

doses of OVA for 4 h or OVA257–264 peptide for 1.5 h

and tested for Ag presentation to MF2.2 hybridoma

(D) or B3Z hybridoma (E and F). All data are mean6
SEM for five to seven BM-DC cultures per genotype

and were obtained from three or four independent

experiments. *p , 0.05, Kruskal–Wallis analysis

followed by the Dunn multiple-comparison test.
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data support the conclusion that Ag is efficiently degraded in
GILZKO DCs. The equivalent Ag presentation to CD4 T cells by
GILZKO and control DCs could result from excessive protein deg-

radation or saturation of the MHC class II–restricted Ag-presentation
pathway in GILZKO DCs. An increase in protein degradation after
macropinocytosis in GILZKO DCs could also account for their re-
duced cross-presentation capacity. Indeed, cross-presentation requires

transient Ag preservation for further translocation in the cytosol (5,
18, 19, 58). Alternatively, it is conceivable that the specific ma-
chinery involved in cross-presentation is altered in GILZKO DCs
compared with control DCs or is not recruited to the compartments

where OVA is routed upon GILZ-regulated macropinocytosis. Im-
portantly, CD8a+ DCs are known to be constitutively efficient in Ag
cross-presentation (5). This suggests that GILZ expression in this DC

subset may contribute to the fine-tuning of CD8 T cell priming
in vivo. Further work is needed to decipher the mechanisms under-
lying GILZ’s impact on cross-presentation and to assess possible
links with macropinocytosis modulation.
The physiological relevance of the modulation of Ag capture by

GILZ still needs to be addressed in vivo. One may hypothesize that
high GILZ levels in DCs promote tolerance by reducing the
quantity of Ag that they acquire upon macropinocytosis, modu-

lating the relative quantities of Ag internalized upon specific versus
nonspecific mechanisms, and favoring tolerogenic presentation to
T cells. Conversely, lowGILZ levels increase the Ag cargo taken up

by DCs, with a bias toward nonspecific Ag capture. Our experi-
ments did not reveal any increase in CD4 T cell activation by
GILZKO DCs, but we could not address the possible qualitative
modifications in the peptides that were presented to these T cells

in our model, which may arise in vivo upon alteration of the relative
importance of receptor-dependent and -independent capture
processes. This qualitative analysis of GILZ’s impact on peptide
presentation requires further investigation with dedicated models

in vivo. One alternative hypothesis is that Ag taken up by DCs upon
the GILZ-modulated macropinocytic process are not dedicated to
MHC-restricted presentation to T cells. Indeed, these Ags may also
be stored in particular endosomal compartment for later transfer to

B cells, as was reported for the CD103+ DC subset (57), which is
ontogenically related to the CD8a+ DC subset. In this case, GILZ
downregulation in DCs upon activation would allow the storage of
large cargos of Ags, with a focus on molecules not recognized by

cell surface receptors or innate/adaptive proteins.
In conclusion, we report for the first time, to our knowledge, that

GILZ expression is crucial to selectively regulate Ag macropinocytosis

in DCs and that this regulation operates in the CD8a+ DC subset
in vivo. GILZ is known to modulate the capacity of DCs to activate
effector versus regulatory T cells, by modulating DC phenotype and
cytokine secretion (32–37). Our work now supports the conclusion

that GILZ controls Ag acquisition and addressing to processing
machinery in a DC subset–specific manner. Thereby, GILZ mod-
ulation in pathologic settings may regulate the initial steps of
CD8a+ DC function as APCs, with possible consequences on CD8

T cell cross-tolerance and cross-priming in vivo.
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Figure S3. CD206 expression in GILZKO, GILZhi and control DC.
A, Splenic DC were harvested and stained for flow cytometry. DC subsets were identified upon 
CD11c, PDCA-1 and CD8α expression as shown in the top dot plots. B, GILZ expression was 
mesured in splenic DC subsets from GILZKO, GILZhi and control mice. Cumulative data from three 
independent experiments with 2 to 3 mice per genotype in each experiment. C, CD206 expression 
was assessed by flow cytometry in these DC subsets. Data are representative of three independent 
experiments. D, CD206 expression by GILZKO and control BM-DC was determined by real-time 
quantitative RT-PCR (qRT-PCR) and normalized over 18S RNA. E, GILZ expression by GILZKO, 
GILZhi and control BM-DC was assessed by flow cytometry. F, CD206 expression by GILZKO, GILZhi 

and control BM-DC was assessed by flow cytometry. The frequencies of DC with a cell surface 
(Mbr) and intracellular (Intra) expression of CD206 and the MFI are shown (left and right panels 
respectively). Results in E and F correspond to means +/- SEM of the cumulative results obtained 
in two representative experiments including two BM-DC cultures per group.
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Figure S4

Figure S4. Correlation between OVA capture and OVA degradation
Control (A) and GILZKO (B) BM-DC were incubated with 10 or 50 µg/mL OVA-AF488 or OVA-DQ for 
1h30, 5h or 18h and OVA capture or degradation were analyzed by flow cytometry. The correlation 
coefficient r between OVA capture and degradation was calculated with the Spearman test and is 
indicated with the associated P value (top left). The equation generated by linear regression is 
shown in each histogram (r2=0,9280 for Ctrl; r2=0,8714 for KO). Each symbol corresponds to one 
BM-DC culture for one time point and one concentration.

M
FI

 O
VA

-D
Q

 (x
10

3  A
U

)

MFI OVA-AF488 (x103 AU)
0 50 100 0

r=0.8989
P< 0.0001

M
FI

 O
VA

-D
Q

 (x
10

3  A
U

)

MFI OVA-AF488 (x103 AU)

0

10

20

30

40

50 100

r=0.9360
P< 0.0001

Y = 0.2621*X + 1503 Y = 0.2610*X + 1510

A B

0

10

20

30

40



June 2018  |  Volume 9  |  Article 12321

Mini Review
published: 04 June 2018

doi: 10.3389/fimmu.2018.01232

Frontiers in Immunology  |  www.frontiersin.org

Edited by: 
Pierre Guermonprez,  

King’s College London,  
United Kingdom

Reviewed by: 
Susan Kovats,  

Oklahoma Medical Research 
Foundation, United States  

Elodie Segura,  
Institut Curie, France

*Correspondence:
Géraldine Schlecht-Louf 

geraldine.schlecht-louf@u-psud.fr

Specialty section: 
This article was submitted to  

Antigen Presenting Cell Biology,  
a section of the journal  

Frontiers in Immunology

Received: 23 February 2018
Accepted: 16 May 2018

Published: 04 June 2018

Citation: 
Vétillard M and Schlecht-Louf G 
(2018) Glucocorticoid-Induced 
Leucine Zipper: Fine-Tuning of 

Dendritic Cells Function. 
Front. Immunol. 9:1232. 

doi: 10.3389/fimmu.2018.01232

Glucocorticoid-induced Leucine 
Zipper: Fine-Tuning of Dendritic  
Cells Function
Mathias Vétillard and Géraldine Schlecht-Louf*

UMR996-Inflammation, Chimiokines et Immunopathologie, INSERM, Faculté de médecine, Univ Paris-Sud, Université 
Paris-Saclay, Clamart, France

Dendritic cells (DCs) are key antigen-presenting cells that control the induction of both 
tolerance and immunity. Understanding the molecular mechanisms regulating DCs com-
mitment toward a regulatory- or effector-inducing profile is critical for better designing 
prophylactic and therapeutic approaches. Initially identified in dexamethasone-treated 
thymocytes, the glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) protein has emerged as 
a critical factor mediating most, but not all, glucocorticoids effects in both non-immune 
and immune cells. This intracellular protein exerts pleiotropic effects through interactions 
with transcription factors and signaling proteins, thus modulating signal transduction 
and gene expression. GILZ has been reported to control the proliferation, survival, and 
differentiation of lymphocytes, while its expression confers anti-inflammatory phenotype 
to monocytes and macrophages. In the past twelve years, a growing set of data has 
also established that GILZ expression in DCs is a molecular switch controlling their 
T-cell-priming capacity. Here, after a brief presentation of GILZ isoforms and functions, 
we summarize current knowledge regarding GILZ expression and regulation in DCs, 
in both health and disease. We further present the functional consequences of GILZ 
expression on DCs capacity to prime effector or regulatory T-cell responses and highlight 
recent findings pointing to a broader role of GILZ in the fine tuning of antigen capture, 
processing, and presentation by DCs. Finally, we discuss future prospects regarding 
the possible roles for GILZ in the control of DCs function in the steady state and in the 
context of infections and chronic pathologies.

Keywords: dendritic cells, tolerance, TSC22D3, glucocorticoid-induced leucine zipper, antigen presentation, 
regulatory T cells

INTRODUCTION

Dendritic cells (DCs) are the most potent antigen-presenting cells (APCs), with recognized ability 
to orchestrate tolerance and immunity. In parallel to antigen processing, they integrate antigen-  
and microenvironment-associated stimuli and translate them into membrane and cytokine 
signals for appropriate T-cell priming and polarization or T-cell tolerization (1). Thus, DCs are 
key regulators of immune homeostasis and gaining knowledge in the mechanisms controlling 
their polarization toward tolerogenic or immunogenic APCs is of critical importance for both 
prophylactic and therapeutic approaches in allergy, autoimmunity, inflammatory diseases, infec-
tions, and cancers.
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Figure 1 | Glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) isoforms and partners. Five murine GILZ (m-GILZ) isoforms, namely m-GILZ 1–4 and long GILZ  
(m-Long GILZ) have been identified in mouse (13, 28), with different N-TER domains while m-GILZ1, 2, 4 and m-Long GILZ encompass conserved TSC, LZ, and 
PRR domains. RAF1 (37) and AP1 (33) interact with GILZ1 and presumably GILZ3 N-TER domain. RAS interacts with the TSC (blue) domain (38). LZ (gray) domain 
allows dimerization (33). Nuclear factor Kappa B interacts with the PRR (green) domain and requires an EAP motif in positions 121–123 of GILZ1 (39). Predicted 
posttranslational modification sites are annotated with their positions (X) and the nature of the modification, i.e., phosphorylation, p; glycosylation, g; and 
sumoylation, s. Tsc22-d3 transcription starts either at a canonical AUG codon or at an upstream non-canonical AUG codon. GILZ isoforms derived from the use of 
the same codon display identical N-TER domain (orange or yellow, respectively). Protein sequences were aligned using BLAST. The scale is proportional to the real 
size of the protein. N-TER, N-terminal domain; TSC, TGF-β-stimulated clone; LZ, leucine zipper; PRR, proline-rich region.
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Transcriptomic, phenotypic, and functional analyses have 
identified three steady-state DC subsets in human and mouse 
(2, 3). Conventional DCs (cDCs) excel in antigen presentation 
and encompass two subpopulations, namely cDC1 and cDC2, 
the former being functionally specialized in cross-presentation 
and type 1 T-helper (Th1) responses induction and the latter 
promoting Th2 and Th17 T-cell responses (4). The third subset 
corresponds to plasmacytoid DCs (pDCs) that are specialized 
in antiviral immunity (5). While each DC subset displays 
specialized immune-activating functions, all of them have 
also been shown to promote tolerance and favor regulatory 
T cells (Treg) differentiation, expansion, and/or activation in 
certain contexts. This points to mechanisms controlling DCs’ 
functional switch between tolerogenic and immunogenic  
APCs (6–8). In addition to these three well-defined DC subsets, 
inflammatory DCs can arise from monocytes in the course of 
inflammation, which contribute to innate immune responses 
and T-cell priming (9).

Among factors reported to skew DCs maturation toward 
a tolerogenic profile (10), glucocorticoids (GCs), rapamycine, 
interleukin (IL)-10, transforming growth factor-β (TGF-β), and 
vitamin D3 (vitD3) have been shown to promote the expression 
of the glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) protein (11). 
GILZ was initially described in murine thymocytes treated with 
synthetic GCs (Dexamethasone, Dex) (12), but this intracellular 
protein is expressed in most tissues, including immune cells 
(12–19). GILZ has since been demonstrated to mediate GCs’ 
effects in human DCs (20, 21) and has more generally emerged 
as a regulator of DCs tolerogenic function in both mouse and 
human (20–27). More recently, we have unraveled that GILZ 
expression by DCs controls their efficiency at antigen capture and 
cross-presentation (27), suggesting that the extent of GILZ action 
in DCs may be broader than initially expected.

Herein, we provide a comprehensive review of recent insights 
into GILZ expression and functions in DCs and emphasize its 
implication as a regulator of DCs function, which modulates 

key processes ranging from antigen capture and presentation to 
functional maturation and T-cell priming.

GILZ’S GENERAL PROPERTIES

Glucocorticoid-induced leucine zipper is encoded by the TGF-
β-stimulated clone (TSC) 22 domain family protein 3 (Tsc22d3) 
gene located on the X-chromosome and is constitutively 
expressed in most tissues (12, 16, 28). GILZ is among the earli-
est and highest GC-induced genes. In addition to GC response 
elements, GILZ promoter harbors binding sites for several 
transcription factors, including Forkhead-Box O3, C-AMP 
Response Element-Binding protein, and Serum Responsive 
Factor. Two E-boxes, one GATA Box as well as putative-binding 
sites for signal transducer and activator of transcription 6, 
nuclear factor of activated T-cells and Octamer are also reported 
(29–32). Five GILZ isoforms exist in mouse, generated upon use 
of alternative initiation and splicing sites (13, 28). They differ in 
their N-terminal parts but four of them share conserved TSC 
and Leucine Zipper (LZ) domains and a C-terminal proline-rich 
region (PRR) (Figure 1). The term GILZ usually refers to the 137 
amino acid (aa)-long GILZ1/Tsc22d3-2 protein in mouse and to 
the 134 aa-long isoform in human. As only this canonical iso-
form has been studied in DCs so far (20, 23, 24, 26, 27), we will 
adopt this nomenclature. Nevertheless, the other GILZ isoforms 
could be of functional relevance in DCs, as they may modu-
late GILZ1 function upon dimerization (33), competition, or 
ensure autonomous function owing to their unique N-terminal 
domain. GILZ has a short half-life [2–3 h (34–36)] and is quickly 
degraded upon ubiquitin-proteasome degradation (34). Several 
sites for posttranslational modification have been predicted in 
GILZ sequence (Figure 1), but only polyubiquitination by K48 
ubiquitins has been confirmed so far (34).

In mouse lymphocytes, GILZ controls a wide range of pro-
cesses including their activation, proliferation, survival, and 
differentiation (12, 40–43). GILZ also confers anti-inflammatory 
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phenotype to innate immune cells, including human monocytes 
(25, 44, 45), mouse and human macrophages (35, 36, 46–48), 
human mastocytes (49), and mouse and human neutrophils 
(50, 51). Studies mostly done in T cells have reported that GILZ 
can exert its pleiotropic effects through direct interactions with 
transcription factors and signaling proteins, according to its 
cytoplasmic and nuclear distribution (12). GILZ directly binds 
to NF-κB-p65 (39, 46, 52), AP-1 (33), C/EBP (53), PU.1 (51) 
and prevents the nuclear translocation of FoxO3 (54). GILZ also 
interacts with Ras, Raf-1, and mTORC2, thereby inhibiting the 
MEK/ERK-1/2 and mTORC2/AKT pathways respectively (37, 
38, 55). Finally, GILZ can also associate with nuclear DNA (19, 
51, 56, 57) and modulate transcription upon competition with 
positive Th17-polarization regulators (56, 57) or relief of PU.1-
mediated repression (51).

GILZ EXPRESSION IN DCs

Glucocorticoid-induced leucine zipper expression by steady-
state human and murine DCs was initially reported by our 
group, using quantitative RT-PCR, Western Blot, and flow 
cytometry (21, 23, 27). In mouse, we further documented 
heterogeneity in GILZ levels among splenic DC subsets, the 
cDC1 population displaying higher levels than the cDC2 and 
pDC subsets (27). As in monocytes (25, 44, 45), GILZ mRNA is 
quickly downregulated upon human blood DCs culture ex vivo 
(21), pointing to the requirement for an active mechanism to 
maintain GILZ expression in these cells. This tonic signal is most 
likely provided, at least in part, by endogenous GCs as in vivo 
glucocorticoid receptor (GR) blockade reduces GILZ expression 
in murine splenocytes (58). Accordingly, GILZ mRNA levels 
follow robust circadian rhythm in adipose tissue and muscle 
(59–61), and increase, upon restraint stress, in spleen and mac-
rophages (62). However, daytime and stress-induced variations 
of GILZ levels in DCs have not been explored so far. As in other 
cell types, exogenous GCs promote GILZ expression in DCs, 
both in  vitro and in  vivo (11, 20, 21, 25, 58, 63). Thus, GILZ 
expression, which is quite low in mouse bone marrow-derived 
DCs (BMDCs) (23, 26, 27) and absent in human monocytes-
derived DCs (Mo-DCs) (20, 45) is dose-dependently upregu-
lated upon Dex treatment (11, 20, 45). GILZ transcription in 
Mo-DCs is modulated by DC-SCRIPT, a co-repressor of GR (64, 
65) (Figure 2). Remarkably, DC-SCRIPT mRNA is selectively 
and highly expressed in cDCs in the steady state, but not in 
other immune cells [The immunological Genome Project (66)], 
suggesting a cDC-specific limitation of GILZ induction by GCs. 
While the contribution of DC-SCRIPT to GILZ level control in 
DC-subsets and its modulation upon cell-activation remain to 
be explored in vivo, the selective limitation of GR-induced GILZ 
expression in cDCs could potentiate the impact of other GILZ-
inducing factors in these cells. Indeed, several molecules present 
in tissues at the steady state, such as vitD3 (11) and hepatocyte 
growth factor (HGF) (22), or produced in immunosuppressive 
microenvironments, as IL-10 and TGF-β, promote GILZ expres-
sion in DCs (20, 22, 25), supporting the hypothesis that GILZ 
is primarily induced in anti-inflammatory contexts (Figure 2). 
However, GILZ is also overexpressed in clinical grade Mo-DCs 

exposed to a maturation cocktail containing TNF-α, IL-1β, IL-6, 
and PGE2 (24), suggesting that pro-inflammatory factors can 
upregulate GILZ levels in certain conditions.

So far, few microbial products were tested for their ability to 
control GILZ expression in DCs. Mouse DCs exposure to lipopol-
ysaccharides downregulates GILZ at the transcript and protein 
levels, in vitro and in vivo (26, 27) (Figure 2). Conversely, fungal 
proteases from Aspergillus oryzae promote GILZ overexpression 
in human Mo-DCs, independently from the GR (68). Alteration 
of GILZ expression by microbial products has been reported in 
other cell types. In human epithelial cells, Yersinia enterocolitica 
YopT and Clostridium difficile Toxin B induce GILZ expression 
through USF-1 and -2 binding to TSC22D3 promoter (31). In 
microglia, Tsc22d3 was among the most downregulated genes 
from antibiotic-treated mice, suggesting a possible contribution 
of tonic signals from microbiota to GILZ levels control (69). 
Regarding viruses, Chikungunya and Respiratory Syncytial Virus 
infections downregulate GILZ expression in primary murine 
astrocytes (70) and in human epithelial cells (71), respectively. 
Conversely, Infectious Bursal Disease Virus protein VP4 sup-
presses GILZ degradation (34), thereby preventing type 1 IFN 
production in human fibroblast and keratinocyte cell lines (72). 
Whether GILZ modulation in the course of infections also occurs 
in DCs and the possible consequences and importance of such 
regulation remain to be addressed.

Altered GILZ expression in DCs has also been reported in 
the course of chronic pathologies. Blood DCs from respiratory 
allergic patients harbor reduced GILZ levels as compared to 
non-allergic healthy volunteers (21). Besides, GILZ overexpres-
sion has been found in tumor-associated DCs from A20 B-cell 
lymphoma-engrafted mice (26). While GILZ levels in tumor-
infiltratring DCs have not been studied in humans so far, the 
hypothesis that GILZ could be induced in such pathologies is 
supported by the high GILZ expression detected in infiltrat-
ing macrophages in Burkitt’s lymphoma (46). Regarding the 
mechanisms that could contribute to such GILZ induction, 
Wang et  al. found that hypoxia upregulated GILZ expression 
in macrophages and rats spleens (62). In addition, Lebson 
et al. reported GILZ induction in BMDCs exposed to A20- and 
B16-tumor cells conditioned medium, pointing to a role for 
soluble factors in this increased expression (26). These factors 
may include known GILZ inducers as reported in epithelial cell-
conditioned medium-treated BMDCs (67). Additional studies 
have pointed to GILZ levels modulation in cells other than DCs 
during chronic inflammation. Thus, GILZ expression is reduced 
in skin lesions from atopic dermatitis (73) and psoriasis patients 
(63), as well as in macrophages from Crohn’s disease granuloma 
(46). Conversely, GILZ is overexpressed in the synovia of 
patients with active rheumatoid arthritis (RA) (58). Whether 
GILZ acts as an endogenous inhibitor of inflammation, as sug-
gested by exacerbated imiquimod-induced psoriatic-like lesions 
in GILZ knock-out mice (63) and increased inflammation upon 
GILZ knock-down in synovial tissues in a murine model of RA 
(58), or whether it primarily mediates exogenous GCs effects 
(43) remains debated. The contribution of GILZ induction to 
GCs therapeutic effects is supported by several studies, two 
of them having assessed it in DCs. First, restoration of GILZ 
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Figure 2 | Glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) regulation and functions in dendritic cells (DCs). GILZ expression in DCs can be induced by steady-state 
factors (11, 21, 22), immunosuppressive cytokines like TGF-β or interleukin (IL)-10 (20, 25), DC-maturation cocktail containing TNF-α, IL-1β, IL-6, and PGE2 (24), 
cell-derived factors (26, 45, 67), immunosuppressive drugs as synthetic GCs, rapamycin, and mitomycine C (11), fungal proteases (68), and cancer 
microenvironment (26). So far, the only exogenous GILZ repressor reported in DCs is LPS (26, 27). In addition, GILZ levels are reduced in blood DCs from respiratory 
allergic patients (21). DC-SCRIPT acts as an endogenous GR-repressor, thus limiting GILZ induction upon GCs exposure (64, 65). High GILZ levels promote PD-L1 
expression and IL-10 production while limiting IL-12 and IL-23 secretion. Thus, GILZhi DCs are poor inducers of Th1 and Th17 T cells but efficient Treg and Tr1 
activators (20, 23, 25). GILZ inhibits NF-κB functions upon interaction with p65 subunit (39, 46, 52). GILZ repression promotes macropinocytosis, likely upon 
increased p38-MAPK phosphorylation (27). GILZ deletion reduces antigen cross-presentation (27). GCs, glucocorticoids; TGF-β, transforming growth factor-β; 
IL-10, interleukin-10; HGF, hepatocyte growth factor; LPS, lipopolysaccharide; ICOS, inducible co-stimulator; Foxp3, Forkhead box p3; NF-κB, nuclear factor kappa 
B; CTLA4, cytotoxic T-lymphocyte-associated protein; Tr1, Type 1 regulatory T cells; Treg, regulatory T cells; p38-MAPK, p38 mitogen-activated protein kinase; GR, 
glucocorticoid receptor; cDC, conventional dendritic cell; tsc22d3, TGF-β-stimulated clone (TSC) 22 domain family protein 3.
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expression in DCs to normal levels was required for the increase 
of IL-10+CD4+ T  cells, known to mediate oral GC-therapy 
beneficial effects in respiratory allergic patients (21). Second, in 
lupus patients, GILZ/prednisolone ratios in pDCs and myeloid 
DCs exhibited a negative correlation with disease activity 
(74). In addition to GCs, several therapeutic agents have been 
reported to induce GILZ in DCs, although the importance of 
this expression for their effects has not been explored. Thus, 
GILZ was identified among the most induced genes in Mo-DCs 
treated by Mitomycine C (75) and the Ca2+-targeting drug rapa-
mycine (11) (Figure 2). Altogether, these data identify GILZ as a 
common intracellular marker upregulated upon treatment with 
several immunosuppressive therapeutic molecules. However, its 
importance in the drug’s effect on DCs function has been proven 
only for GCs so far.

FUNCTIONAL CONSEQUENCES OF GILZ 
EXPRESSION IN DCs

Seminal work from our laboratory established that GILZ was 
required for Dex-, IL-10- and TGF-β-induced downregulation 
of CD80, CD86, and CD83 costimulatory molecules and the 
increase of immunoglobulin-like transcript 3, programmed 
death ligand 1 (PD-L1), and IL-10 in human DCs. These results 
were obtained in Mo-DCs and CD34+ cells-derived DCs, using 
both lentiviral transduction to overexpress GILZ and RNA-
interference on Dex-treated cells to demonstrate GILZ require-
ment in the tolerogenic polarization of DCs (20, 25). Other groups 
established that GILZ was necessary for Dex-induced CD86 
downregulation in BMDCs (26), PD-L1 induction, and IL-12 
inhibition in clinical grade human DCs matured with a standard 
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cocktail (24) and IL-10 secretion by splenic DCs isolated from 
HGF-treated mice in the course of experimental autoimmune 
encephalitis (22). GILZ overexpression was then further associ-
ated with regulatory phenotype in both human and mouse DCs 
(11, 23, 68). Of note, in certain studies, the GILZhiPD-L1hi DCs 
retained high expression of costimulatory molecules (22, 24). 
Using mice constitutively overexpressing GILZ in DCs (CD11c-
GILZhi) and in line with the report of Cohen et al. (25), we could 
establish that the sole increase of GILZ levels did not alter DCs 
steady-state phenotype nor cytokine secretion, suggesting that 
the consequences of GILZ overexpression may depend on the 
context of GILZ induction. However, upon cognate interaction 
with T  cells in  vivo, GILZhi DCs produced higher amounts of 
IL-10 than control DCs and presented reduced MHC class II 
molecules levels (23), confirming their regulatory commitment. 
Additional insights into the importance of GILZ expression for 
DCs function came from total (63) and conditional (27) GILZKO 
mouse models. While these studies pointed to minor impact of 
GILZ deletion on DCs phenotype (27, 63), the cytokine response 
to TLR4 and TLR7 stimulations was markedly increased in 
GILZKO BMDCs, with higher IL-1α and β, IL-6, and IL-23 secre-
tion (63), in line with GILZ inhibition promoting IL-12, TNF-α, 
and CCL5 production by Mo-DCs (20, 24, 45). In conclusion, 
GILZ expression in DCs promotes immature phenotype and 
IL-10 production while limiting secretion of Th1- and Th17-
inducing cytokines (Figure 2), thereby favoring DCs polariza-
tion toward a tolerogenic profile (20–27).

The consequences of GILZ levels in DCs on their capacity 
to activate T-cell responses were first investigated in recall 
responses toward vaccine and cytomegalovirus antigens (20, 
24). In these studies, Dex-induced GILZhi human Mo-DCs 
promoted poor autologous CD4+ T-cell proliferation and IFN-γ 
production, and this was reversed upon GILZ silencing. Along 
this line, clinical grade activated Mo-DCs were later shown to 
activate more efficiently CD8+ T-cell secondary responses when 
GILZ was knocked-down (24). Similar results were obtained for 
primary T-cell responses in vivo, the adoptive transfer of GILZhi 
DCs inducing poor effector T-cell (Teff) activation and IFN-γ 
secretion (23) while that of GILZKO (22) or GILZ-silenced (26) 
DCs led to enhanced CD4+ T  cell proliferation, activation, as 
well as IFN-γ and IL-17 production (Figure  2). Remarkably, 
the poor Teff activation by GILZhi DCs was associated with the 
expansion of antigen-specific IL-10+CD4+ T cells in both human 
and mouse (20–23), which was abolished by GILZ silencing 
or genetic deletion in DCs (20–22). These IL-10+CD4+ T cells 
included Foxp3− cells, a phenotype consistent with Tr1 cells  
(20, 21), and Foxp3+ Treg (20–23), and inhibited Mo-DCs-
induced autologous CD4+ and CD8+ T-cell proliferation through 
an IL-10-dependent antigen-specific mechanism (20, 21). We 
further established in vivo that Treg expansion by GILZhi DCs 
was abrogated upon depletion of pre-existing Treg (20, 23), sup-
porting the conclusion that GILZhi DCs could expand thymus-
derived Treg (tTreg) more efficiently than control DCs. Such an 
expansion might explain the spontaneous accumulation of Treg 
in CD11c-GILZhi mice, with an increased frequency of induc-
ible co-stimulator (ICOS)hi Treg. Importantly, in the absence of 
transferred tTreg, GILZhi DCs still poorly induced conventional 

T cells activation, thus suggesting that GILZhi DCs were intrinsi-
cally inefficient in Teff priming, a characteristic of tolerogenic 
DCs (10). Altogether, the results from these studies identify 
GILZ expression levels in DCs as a critical switch controlling 
their ability to prime Teff versus Treg, mediating Dex- and 
HGF-induced effects on DCs phenotype, cytokine secretion, 
and T-cell priming capacities and required for their beneficial 
effects in respiratory allergic patients (21) and experimental 
autoimmune encephalitis (22).

Finally, GILZ expression in murine DCs has also been shown 
to control their antigen capture capacity. The initial report 
was made by Lebson et al., who observed that GILZ silencing 
led to increased ovalbumine (OVA) capture in BMDCs (26). 
Consistently, analysis of antigen uptake by DCs from CD11c-
GILZKO mice revealed an increase in Dextran-FITC inter-
nalization by the splenic cDC1 subset in  vivo. Using GILZKO 
and GILZhi BMDCs, we showed that GILZ selectively regulated 
Dextran, OVA, and Lucifer Yellow macropinocytosis, but not the 
phagocytosis of particulate zymosan. This control operated in 
immature and recently activated BMDCs, through a mechanism 
that may at least partly depend on the control of p38 mitogen-
activated protein kinase phosphorylation (27). The fact that 
GILZ limits antigen internalization while Dex-treated DCs dis-
play enhanced antigen capture (76, 77) points to opposite effects 
of GILZ and GCs on certain DCs functions. Unexpectedly, the 
higher OVA macropinocytosis in GILZKO DCs did not result in 
increased peptide presentation to a CD4+ T-cell hybridoma and 
was even associated to reduced cross-presentation to a CD8+ 
T-cell hybridoma, despite efficient antigen degradation (27). 
These results suggested that the fine-tuning of antigen capture 
by GILZ in DCs might serve to regulate the quality rather that 
quantity of antigen available for presentation to T cells. It might 
also regulate antigen internalization for later transfer to B cells 
(78). Alternatively, GILZ might control additional steps in the 
antigen degradation and/or cross-presenting machinery of 
DCs. Further studies will be needed to address the physiologi-
cal relevance of GILZ-mediated macropinocytosis modulation 
in DC subsets in adequate models in vivo. The link established 
between the macropinocytic process and the regulation of DC 
migration (79–81) suggests that GILZ expression might also 
control DCs trafficking in vivo, a question deserving dedicated 
analysis.

CONCLUSION

Glucocorticoid-induced leucine zipper has initially been identi-
fied in DCs as a key mediator of GCs’ effects, piloting DCs com-
mitment toward a tolerogenic profile. Indeed, GILZ promotes 
immature phenotype and IL-10 production in DCs while limiting 
secretion of IL-12 and IL-23, thus favoring regulatory responses. 
In addition, GILZ also regulates DCs access to antigen by modu-
lating macropinocytosis, thus pointing to its regulatory role at 
many steps of DCs function. Recent studies have revealed that 
GILZ expression in DCs is constitutive and can be modulated by 
their ontogeny and microenvironment, with cell-specific regu-
latory systems. Thus, GILZ may control DCs access to antigen 
and the issue of their interactions with T cells in the steady state 
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as well as in certain pathologies. Furthermore, considering the 
wide effects reported for GILZ in other cell types, GILZ might 
impact DC biology in an even broader scale with possible effects 
on proliferation, cell survival, and migration. Deciphering the 
regulation of GILZ expression in DCs as well as its role in DC 
subsets function in vivo will deserve additional studies, which will 
provide insights into the fine mechanisms controlling DCs and 
might open new avenues for therapeutic approaches.
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VI. RESUMES 
 

Français  
Comprendre par quels mécanismes les cellules dendritiques (DC) régulent l’immunité est essentiel. Les DC résident 

dans les tissus périphériques et notamment la peau. Au sein de leur tissu de résidence, les DC immatures alternent 

des phases de migration non orientée avec des phases de capture des antigènes (AG). Dans ce contexte, la migration 

est en compétition pour les stocks d’actine avec les processus de capture des AG, comme la macropinocytose. Une 

fois activées en réponse à des signaux de danger, la macropinocytose est inhibée et les DC deviennent capables de 

migrer rapidement et de manière orientée, dépendante de chimiokines (e.g. CXCL12/CCL21), vers les organes 

lymphoïdes (OL). Au cours de ma thèse, j’ai caractérisé la contribution la protéine Glucocorticoid Induced Leucine 

Zipper (GILZ) et du récepteur de chimiokine CXCR4 au contrôle de la migration des DC, les mécanismes associés et 

les conséquences physiopathologiques d’une dérégulation de l’expression ou de la fonction de ces facteurs. J’ai 

utilisé deux modèles murins : 1- Un modèle de délétion de la protéine Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper (GILZ) 

dans les DC (GILZko). Les travaux de mon équipe avaient précédemment démontré que le niveau d’expression de 

GILZ dans les DC contrôle leur macropinocytose. 2- Un modèle murin de gain de fonction du chimiorécepteur à 

CXCL12 : CXCR4. Ainsi, j’ai cherché à savoir si les DC GILZko et les DC CXCR4 gain de fonction (CXCR4+/1013) 

présentaient une altération de leur capacité de migration in vivo. Dans des expériences de FITC painting j’ai 

démontré que les DC GILZko et CXCR4+/1013 migrent moins efficacement que les DC contrôles (CTRL) aux OL. Cette 

observation est associée à un défaut constitutif du nombre de DC migrantes dans les OL des souris CXCR4+/1013 

mais pas ceux des souris GILZko. Pour mieux caractériser l’impact de la délétion de GILZ, j’ai étudié d’une part la 

vitesse de migration et d’autre part la capacité à répondre aux gradients de chimiokines des DC GILZko. J’ai démontré 

que les DC GILZko immatures migrent moins vite que leurs contrôles, en corrélation directe avec une 

macropinocytose accrue. De plus, les DC GILZko répondent moins bien aux chimiokines CXCL12 (DC immatures) et 

CCL21 (DC activées) que les DC CTRL. L’entrée calcique cytosolique dans les DC étant un processus central pour la 

chimiotaxie et la motricité des cellules, j’ai ensuite étudié le rôle de GILZ dans le contrôle de l’influx calcique 

cytosolique de ces cellules. J’ai montré, pour la première fois dans les DC, que la délétion de GILZ réduit les 

concentration et influx calciques cytosoliques, selon un mécanisme pharmacologiquement reproductible dans les 

DC CTRL par l’inhibition d’une kinase induite par les glucocorticoïdes. Finalement, l’analyse des conséquences de la 

réduction de la migration des DC vers les OL dans nos modèles a révélé une aggravation de l’inflammation cutanée 

dans des modèles d’hypersensibilité retardée ou d’inflammation chronique. En conclusion, mes travaux apportent 

de nouvelles connaissances sur un processus clé dans la mise en place de la tolérance et des réponses immunitaires. 

Ils démontrent d’une part l’importance de la désensibilisation de CXCR4 dans les DC cutanée pour leur permettre 

de quitter la peau et d’autre part l’implication de GILZ dans la régulation de la vitesse et de l’orientation de la 

migration des DC, selon un mécanisme qui pourrait dépendre du contrôle des flux calciques. Ainsi, la diminution de 

l’expression de GILZ dans les DC, notamment aux cours d’inflammation, pourrait inhiber leur fonction dépendante 

du calcium. L’expression accrue de GILZ dans les DC est connue pour favoriser l’accumulation de lymphocytes T 

régulateurs au détriment des effecteurs. Mes travaux tendent à montrer que faire diminuer l’expression de GILZ 

dans les DC pourrait ne pas suffire à les rendre efficaces pour activer les lymphocytes T in vivo. 
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English 

Understanding the mechanisms by which dendritic cells (DC) regulate immunity is essential. DC reside in peripheral 

tissues, including the skin. Within their tissue of residence, immature DC alternate non-oriented migration phases 

with antigen capture (AG) phases. In this context, migration is in competition for actin stocks with AG capture 

processes, such as macropinocytosis. Once activated in response to danger signals, macropinocytosis is inhibited 

and DC become able to migrate rapidly and in a chemokine-dependent way (e.g. toward CXCL12/CCL21) to 

lymphoid organs (LO). During my thesis, I characterized the contribution of the Glucocorticoid Induced Leucine 

Zipper (GILZ) protein and the chemokine receptor CXCR4 to the control of DC migration, the mechanisms associated 

with this control and the pathophysiological consequences of a deregulation of the expression or function of these 

factors. I have used two mouse models: 1- A model of Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper Protein (GILZ) deletion 

in DC (GILZko). The previous work of my team has shown that the level of GILZ expression in DC controls their 

macropinocytosis. 2- A murine model of gain of function for the chemokine receptor of CXCL12: CXCR4. Therefore, 

I wondered if the GILZko DC and the CXCR4 gain of function DC (CXCR4+/1013) showed an alteration in their in vivo 

migration capacity. In FITC painting experiments, I demonstrated that GILZko DC and CXCR4+/1013 DC migrate less 

efficiently than Control DC (CTRL) to the LO. This observation is associated with a constitutive defect in the number 

of migrating DC in LO in CXCR4+/1013 mice, but not in GILZko mice. To better characterize the impact of GILZ deletion, 

I studied the migration speed and the ability of GILZko DC to respond to chemokine gradients in vitro. I 

demonstrated that immature GILZko DC migrate slower than their controls, in direct correlation with increased 

macropinocytosis. In addition, GILZko DC respond less well to CXCL12 (immature DC) and CCL21 (activated DC) 

chemokines than CTRL DC. As cytosolic calcium entry into DC is a central process in the regulation of chemotaxis 

and cell motricity, I the investigated the role of GILZ in controlling the cytosolic calcium entry into these cells. I have 

shown, for the first time in DC, that GILZ deletion reduces cytosolic calcium concentration and influx. This phenotype 

is reproducible in CTRL DC by pharmacological inhibition of a glucocorticoid-induced kinase. Finally, the analysis of 

the consequences of reduced migration from skin DC to LO in our models revealed a worsening of skin inflammation 

in models of delayed hypersensitivity or chronic inflammation. In conclusion, my work provides new insights on a 

key process in the establishment of tolerance and immune responses. It demonstrates on the one hand the 

importance of desensitization of CXCR4 in cutaneous DC to allow them to leave the skin, and on the other hand the 

involvement of GILZ in regulating the speed and direction of DC migration, according to a mechanism that might 

depend on the control of calcium responses. Thus, the decrease in GILZ expression in DC, particularly during 

inflammation, might inhibit their calcium-dependent function. The increased expression of GILZ in DC is known to 

promote the accumulation of regulatory T cells at the expense of effector T cells. My work suggests that decreasing 

GILZ expression in DC may not be sufficient to make them efficient in activating T cells in vivo. 
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Titre : Régulation de la migration des cellules dendritiques : étude des mécanismes dépendant du récepteur de 

chimiokine CXCR4 et de la protéine Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper. 
Mots clés : cellules dendritiques ; migration ; CXCR4 ; GILZ ; calcium  
Résumé : Comprendre par quels mécanismes les cellules dendritiques (DC) régulent l’immunité est essentiel. Les DC résident dans les 

tissus périphériques et notamment la peau. Au sein de leur tissu de résidence, les DC immatures alternent des phases de migration non 

orientée avec des phases de capture des antigènes (AG). Dans ce contexte, la migration est en compétition pour les stocks d’actine avec les 

processus de capture des AG, comme la macropinocytose. Une fois activées en réponse à des signaux de danger, la macropinocytose est 

inhibée et les DC deviennent capables de migrer rapidement et de manière orientée, dépendante de chimiokines (e.g. CXCL12/CCL21), vers 

les organes lymphoïdes (OL). Au cours de ma thèse, j’ai caractérisé la contribution la protéine Glucocorticoid Induced Leucine Zipper (GILZ) 

et du récepteur de chimiokine CXCR4 au contrôle de la migration des DC, les mécanismes associés et les conséquences physiopathologiques 

d’une dérégulation de l’expression ou de la fonction de ces facteurs. J’ai utilisé deux modèles murins : 1- Un modèle de délétion de la protéine 

Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper (GILZ) dans les DC (GILZko). Les travaux de mon équipe avaient précédemment démontré que le niveau 

d’expression de GILZ dans les DC contrôle leur macropinocytose. 2- Un modèle murin de gain de fonction du chimiorécepteur à CXCL12 : 

CXCR4. Ainsi, j’ai cherché à savoir si les DC GILZko et les DC CXCR4 gain de fonction (CXCR4+/1013) présentaient une altération de leur capacité 

de migration in vivo. Dans des expériences de FITC painting j’ai démontré que les DC GILZko et CXCR4+/1013 migrent moins efficacement que 

les DC contrôles (CTRL) aux OL. Cette observation est associée à un défaut constitutif du nombre de DC migrantes dans les OL des souris 

CXCR4+/1013 mais pas ceux des souris GILZko. Pour mieux caractériser l’impact de la délétion de GILZ, j’ai étudié d’une part la vitesse de migration 

et d’autre part la capacité à répondre aux gradients de chimiokines des DC GILZko. J’ai démontré que les DC GILZko immatures migrent moins 

vite que leurs contrôles, en corrélation directe avec une macropinocytose accrue. De plus,  les DC GILZko répondent moins bien aux chimiokines 

CXCL12 (DC immatures) et CCL21 (DC activées) que les DC CTRL. L’entrée calcique cytosolique dans les DC étant un processus central pour 

la chimiotaxie et la motricité des cellules, j’ai ensuite étudié le rôle de GILZ dans le contrôle de l’influx calcique cytosolique de ces cellules. 

J’ai montré, pour la première fois dans les DC, que la délétion de GILZ réduit les concentration et influx calciques cytosoliques, selon un 

mécanisme pharmacologiquement reproductible dans les DC CTRL par l’inhibition d’une kinase induite par les glucocorticoïdes. Finalement, 

l’analyse des conséquences de la réduction de la migration des DC vers les OL dans nos modèles a révélé une aggravation de l’inflammation 

cutanée dans des modèles d’hypersensibilité retardée ou d’inflammation chronique. En conclusion, mes travaux apportent de nouvelles 

connaissances sur un processus clé dans la mise en place de la tolérance et des réponses immunitaires. Ils démontrent d’une part l’importance 

de la désensibilisation de CXCR4 dans les DC cutanée pour leur permettre de quitter la peau et d’autre part l’implication de GILZ dans la 

régulation de la vitesse et de l’orientation de la migration des DC, selon un mécanisme qui pourrait dépendre du contrôle des flux calciques. 

Ainsi, la diminution de l’expression de GILZ dans les DC, notamment aux cours d’inflammation, pourrait inhiber leur fonction dépendante du 

calcium. L’expression accrue de GILZ dans les DC est connue pour favoriser l’accumulation de lymphocytes T régulateurs au détriment des 

effecteurs. Mes travaux tendent à montrer que faire diminuer l’expression de GILZ dans les DC pourrait ne pas suffire à les rendre efficaces 

pour activer les lymphocytes T in vivo. 

 

Title : Regulation of dendritic cell migration: study on the CXCR4 chemokine receptor and the Glucocorticoid-

Induced Leucine Zipper protein dependent mechanisms  
Keywords : Dendritic cells ; Migration ; CXCR4 ; GILZ ; Calcium 
Abstract : Understanding the mechanisms by which dendritic cells (DC) regulate immunity is essential. DC reside in peripheral tissues, 

including the skin. Within their tissue of residence, immature DC alternate non-oriented migration phases with antigen capture (AG) phases. 

In this context, migration is in competition for actin stocks with AG capture processes, such as macropinocytosis. Once activated in response 

to danger signals, macropinocytosis is inhibited and DC become able to migrate rapidly and in a chemokine-dependent way (e.g. toward 

CXCL12/CCL21) to lymphoid organs (LO). During my thesis, I characterized the contribution of the Glucocorticoid Induced Leucine Zipper 

(GILZ) protein and the chemokine receptor CXCR4 to the control of DC migration, the mechanisms associated with this control and the 

pathophysiological consequences of a deregulation of the expression or function of these factors. I have used two mouse models: 1- A model 

of Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper Protein (GILZ) deletion in DC (GILZko). The previous work of my team has shown that the level of 

GILZ expression in DC controls their macropinocytosis. 2- A murine model of gain of function for the chemokine receptor of CXCL12: CXCR4. 

Therefore, I wondered if the GILZko DC and the CXCR4 gain of function DC (CXCR4+/1013) showed an alteration in their in vivo migration 

capacity. In FITC painting experiments, I demonstrated that GILZko DC and CXCR4+/1013 DC migrate less efficiently than Control DC (CTRL) to 

the LO. This observation is associated with a constitutive defect in the number of migrating DC in LO in CXCR4+/1013 mice, but not in GILZko 

mice. To better characterize the impact of GILZ deletion, I studied the migration speed and the ability of GILZko DC to respond to chemokine 

gradients in vitro. I demonstrated that immature GILZko DC migrate slower than their controls, in direct correlation with increased 

macropinocytosis. In addition, GILZko DC respond less well to CXCL12 (immature DC) and CCL21 (activated DC) chemokines than CTRL DC. 

As cytosolic calcium entry into DC is a central process in the regulation of chemotaxis and cell motricity, I the investigated the role of GILZ in 

controlling the cytosolic calcium entry into these cells. I have shown, for the first time in DC, that GILZ deletion reduces cytosolic calcium 

concentration and influx. This phenotype is reproducible in CTRL DC by pharmacological inhibition of a glucocorticoid-induced kinase. Finally, 

the analysis of the consequences of reduced migration from skin DC to LO in our models revealed a worsening of skin inflammation in models 

of delayed hypersensitivity or chronic inflammation. In conclusion, my work provides new insights on a key process in the establishment of 

tolerance and immune responses. It demonstrates on the one hand the importance of desensitization of CXCR4 in cutaneous DC to allow 

them to leave the skin, and on the other hand the involvement of GILZ in regulating the speed and direction of DC migration, according to a 

mechanism that might depend on the control of calcium responses. Thus, the decrease in GILZ expression in DC, particularly during 

inflammation, might inhibit their calcium-dependent function. The increased expression of GILZ in DC is known to promote the accumulation 

of regulatory T cells at the expense of effector T cells. My work suggests that decreasing GILZ expression in DC may not be sufficient to make 

them efficient in activating T cells in vivo. 
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