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Abstract 
 

Type I interferon (IFN-I) is critical for antiviral defense, and plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are 

a predominant source of IFN-I during virus infection. pDC-mediated antiviral responses are stimulated 

upon physical contact with infected cells, during which immunostimulatory viral RNA is transferred 

to pDCs, leading to IFN production via the nucleic acid sensor TLR7. Using dengue (DENV), hepatitis 

C (HCV), and zika (ZIKV) viruses, we demonstrate that the contact site of pDCs with infected cells is 

a specialized platform we term the interferogenic synapse, which enables viral RNA transfer and 

antiviral responses. This synapse is formed via αLβ2 integrin-ICAM-I adhesion complexes and the 

recruitment of the actin network and endocytic machinery. Moreover, TLR7 signaling in pDCs 

promotes interferogenic synapse establishment and we show that this feed-forward regulation of 

contacts between pDCs and infected cells is mediated by IFN-I signaling. We propose that the 

interferogenic synapse may allow pDCs to scan infected cells and locally secrete IFN-I, thereby 

confining a potentially deleterious response for the host. 

  



Résumé 
 

L’interféron de Type I (IFN-I) est un acteur crucial de la réponse antivirale. Dans le cas d'une infection 

virale, celui-ci est majoritairement produit par les cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs). Afin 

d'assurer leurs fonctions antivirales, les pDCs forment des contacts physiques avec les cellules 

infectées, une caractéristique observée pour un grand nombre de virus, même distant génétiquement. 

Cependant, comment et pourquoi ces contacts s'établissent reste énigmatiques. En utilisant les virus 

de la dengue (DENV), de l'hépatite C (HCV) et de zika (ZIKV), nous démontrons qu'une plateforme 

spécialisée dans le transfert d'ARN immuno-stimulateurs se met en place au niveau de l'interface de 

contact entre les pDCs et les cellules infectées. Cette structure que nous avons choisi d'appeler la 

synapse interferogénique est formée par le complexe d’adhésion constitué de l’intégrine αLβ2 et de 

son ligand ICAM-I, ainsi que de la polarisation du réseau d'actine et de la machinerie d’endocytose. 

De plus la voie de signalisation du senseur Toll-Like Récepteur 7 (TLR7) favorise l'établissement de 

la synapse interferogénique. Enfin, nous montrons que ce renforcement des contacts entre pDCs et 

cellules infectées est dépendant de la voie IFN-I. Nous proposons que la synapse interferogénique soit 

nécessaire quant au bon fonctionnement des pDCs et à leurs activations tout en favorisant une sécrétion 

localisée d'IFN-I au niveau du site d'infection, confinant une réponse potentiellement délétère pour 

l'hôte. 
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I. L’immunité innée : première ligne de défense antivirale 

Les organismes vertébrés sont protégés des invasions des microorganismes par un système de défense 

immunitaire constitué de deux branches : L’immunité innée et l’immunité adaptative. Alors que 

l’immunité acquise met plusieurs jours à se mettre en place, l’immunité innée se met en place 

immédiatement après l’invasion par un pathogène (bactérie, champignon, parasite et virus). Elle 

représente la première ligne de défense de l’hôte et englobe à la fois les barrières anatomiques contre 

l’infection et les réponses cellulaires. Les barrières anatomiques sont les couches de cellules 

épithéliales de la peau, des glandes et des muqueuses associées aux orifices de l’organisme et 

recouvertes par un ensemble de substances solubles antimicrobiennes ainsi qu’un pH acide. L’invasion 

par un agent pathogène, qui réussit à franchir la barrière épithéliale, stimule les réponses cellulaires de 

l’immunité innée qui prennent le relais et interviennent dans les premières minutes suivant l’infection. 

Celles-ci vont être capables de différencier le soi du non-soi par l’utilisation des PRRs (Pathogen 

Recognition Receptor) situés à l’intérieur ou à la surface des cellules. Ces récepteurs sont capables de 

reconnaitre des PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern), généralement essentiels à la survie 

des microorganismes et par conséquent extrêmement conservés. Les PRRs sont exprimés de façons 

constitutives par l’hôte et sont retrouvés dans de nombreux types cellulaires, notamment tous les types 

de cellules leucocytaires myéloïdes (monocytes, macrophages, neutrophiles, éosinophiles, mastocytes, 

basophiles, cellules dendritiques) ainsi que par les sous populations de lymphocytes (B, T et NK). Tous 

les PRRs ne sont pas exprimés par une cellule donnée, les panels de récepteurs variant selon les 

différents types cellulaires. 

I. i. Reconnaissance des agents viraux par les Toll-like récepteurs 

I. i. i.  Les Toll-like récepteurs  

Les TLRs (Toll-like receptor) constituent la première famille de TLR à avoir été identifiées. A 

l’origine, les chercheurs avaient observé que le gène codant pour une protéine Toll, chez la drosophile, 

était essentiel au développement embryonnaire de la polarité dorso-ventrale. Plus tard, des études de 

mutants de la protéine Toll ont montrés que ces mutations rendaient les mouches très sensibles à des 

infections par des champignons auxquels elles sont normalement résistantes. Des protéines activant 

l’expression des gènes de la réponse de l’immunité innée dans les cellules humaines et similaires à 

Toll sont ensuite été découvertes et seront plus tard appelées récepteurs « Toll-like » (Medzhitov et 
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al., 1997). Chez les mammifères, la famille des TLRs regroupe 13 membres identifiés à ce jour. Les 

TLRs 1 à 10 sont homologues chez l’Homme et la souris alors que les TLRs 11 à 13 ne sont exprimés 

que chez la souris.  Les TLRs sont des protéines transmembranaires constituées d’un domaine 

extracellulaire de répétition riche en leucine (LRR) capable d’interagir avec des ligands spécifiques, 

chaque TLR possédant un répertoire spécifique de PAMPs (Tableau 1). Dans la plupart des cas, la 

reconnaissance d’un PAMP par un TLR entraine son homodimérisation. Néanmoins, TLR2 forme des 

hétérodimères en s’associant soit au TLR1 soit au TLR6. La localisation cellulaire des TLRs est en 

accord avec leurs ligands respectifs, afin d’y répondre de façon optimal. Par exemple les TLRs 

reconnaissant les PAMPs présents à la surface des pathogènes extracellulaires sont localisés au niveau 

des membranes plasmiques, alors que les TLRs reconnaissant les composants internes des pathogènes, 

exposés uniquement lors de leurs dégradations, se situent dans les endosomes et les lysosomes. Enfin, 

l’expression des TLRs n’est pas statique mais modulée en réponse à la présence de pathogènes ou de 

différentes cytokines.  

I. i. ii. Reconnaissance virale par les Toll-like récepteurs 

Les génomes viraux, composés à la fois d’ADN ou d’ARN sous sa forme double brin (dsRNA) et 

simple brin (ssRNA), ainsi que les glycoprotéines de surfaces, sont reconnus comme des PAMPs par 

les TLRs (Tableau 1). Les TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 sont spécifiquement impliqués dans la 

reconnaissance des nucléotides viraux, entrainant notamment la production d’interféron de type I (IFN-

I) un acteur essentiel de la lutte antivirale. Par exemple, l’ADN viral généralement enrichi en motif 

CpG va stimuler le TLR9 situé dans le compartiment endosomal et induire la production d’IFN-I et de 

cytokines pro-inflammatoires (Akira et al., 2006). Dans le cas du virus de l’herpès simplexe (HSV), 

un virus à ADN, cette réponse est limité aux cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) (Krug et al., 

2001). Le ssRNA viral est reconnu par le TLR7 et 8, exprimés au niveau de la membrane endo-

lysosomale. Ces deux TLRs possèdent une forte homologie et peuvent être stimulés suite à un 

traitement par un agoniste comme l’imiquimod (R837) ou encore le resquimod (R848). Beaucoup de 

virus enveloppés étant internalisés dans le compartiment endosomal, la fusion des endosomes avec les 

lysosomes entraine la formation d’endo-lysosomes au pH hautement acide et riches en enzymes de 

dégradation. Dans ces conditions, les particules virales vont être digérées, rendant possible la détection 

du génome viral ainsi libéré par les TRL7 ou 8. La phagocytose de cellules infectées apoptotiques peut 

également donner lieu à la reconnaissance des génomes viraux, transférés de la cellule infectée au 

phagocyte. Dans le cas d’ARNs cellulaires relargués dans le milieu extracellulaire, contrairement aux 



Page 11 

génomes viraux protégés par une capside, ces derniers sont la cible de nombreuses RNAses et se 

retrouvent généralement dégradés avant de pouvoir être potentiellement reconnus. Le dsRNA viral est 

reconnu par le TLR3. Un analogue synthétique utilisé est l’acide polyinosinique-polycytidylique (poly 

I:C) (Alexopoulou et al., 2001). Les dsRNA viraux peuvent être générés durant la réplication virale, 

soit sous la forme d’un intermédiaire de réplication pour les virus à ssARN ou comme un produit 

dérivé de la transcription des virus à ADN. Bien que TLR3 soit exprimé par un grand nombre de 

cellules, comme notamment les cellules dendritiques dites « conventionnelles » (cDC), il n’est pas 

retrouvé dans les pDCs. Son expression est rapidement augmentée par traitement au poly I:C ou à 

l’interféron (IFN) de type I (IFN-I), et son rôle dans la réponse antivirale a été illustré par un grand 

nombre d’études in vivo et in vitro. En effet il a été montré que des souris déficientes pour TLR3 

montraient une sensibilité accrue à MCMV (Murine Cytomegalovirus) (Hardarson et al., 2007; Tabeta 

et al., 2004), HSV-2 (Type 2 Herpes Simplex Virus) (Reinert et al., 2012). De plus son rôle de 

protection antivirale a également été démontré contre un certain nombre de flavivirus comme WNV 

(West Nile Virus), DENV (Dengue Virus) ou encore ZIKV (Zika Virus) (Daffis et al., 2008; Hamel et 

al., 2015; Liang et al., 2011). Certaines protéines virales peuvent être reconnues par TLR4 et TLR, 

leurs détections entrainant la production de cytokines pro-inflammatoires mais pas ou peu d’IFN-I, à 

l’origine d’une réponse  préférentiellement inflammatoire mais pas antivirale (Oliveira-Nascimento et 

al., 2012). 

Table 1: Toll-like récepteurs et leurs ligands (Akira and Takeda, 2004) 

  

TLR Ligands Pathogènes Localisation Dimères Signalisation

TLR1 Lipopeptides triacylés Mycobactéries et bactéries à Gram négatif Membrane plasmique TLR1/TLR2 MyD88/TIRAP

Peptidoglycanes Bactéries à Gram positif

Protéines à ancre GPI Trypanosomes

Lipoprotéines Mycobactéries et autres bactéries

Zymosan Levures et champignons

Phosphatidylsérine Schistosomes

TLR3 ARN double brin (dsRNA) Virus Endosomes/lysosomes TLR3/TLR3 TRIF/TRAM

LPS Bactéries à Gram négatif

Protéine-F Virus syncytial respiratoire (RSV)

Mannanes Champignons

TLR5 Flagelline Bactéries Membrane plasmique TLR5/TLR5 MyD88

Lipopetides diacylés Mycobactéries et bactéries à Gram positif

Zymosan Levures et autres champignons

TLR7 ARN simple brin (ssRNA) Virus Endosomes/lyosomes TLR7/TLR7 MyD88

TLR8 ARN simple brin (ssRNA) Virus Endosomes/lyosomes TLR8/TLR8 MyD88

Dinucléotides non méthylés CpG ADN bactérien

Dinécluotides

TLR10 Inconnu Inconnu inconnu Inconnu Inconnu

Inconnu Bactéries uropathogènes

Profiline Toxoplasme

TLR12 Inconnu Innconnu inconnu Inconnu Inconnu

TLR13 Inconnu Virus de la stomatite vésiculeuse Endosomes/lysosomes TLR13/TLR13 MyD88

TLR11

Endosomes/lyosomes

Membrane plasmique

Membrane plasmique

TLR1/TLR2 

TLR2/TLR6

TLR4/TLR4

TLR2/TLR6

TLR11/TLR11

TLR9/TLR9

TLR2 Membrane plasmique

TLR4 
Membrane plasmique 

Endosomes/lysosomes

TLR6

TLR9

Myd88/TIRAP

Myd88/TIRAP

TRIF/TRAM

MyD88

MyD88
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I. i. iii. Voies de signalisation des Toll-like récepteurs 

L’engagement des TLRs par la reconnaissance des PAMPs entraine une cascade de signalisation 

induisant l’expression de nombreux gènes impliqués dans les défenses de l’hôte. Les voies de 

signalisations activées par un dimère de TLR sont essentiellement déterminées par la protéine 

adaptatrice recrutée au niveau de leur domaine intracellulaire TIR (Toll/IL-1 Récepteur). Il existe 

quatre protéines adaptatrices dont MyD88 (Myéloid Différenciation factor 88), et TRIF (TIR-domain-

containing adaptator-inducing IFNβ Factor) qui seront plus particulièrement détaillées. Celles-ci 

amorcent deux voies de signalisation distinctes responsables respectivement de la production de 

cytokines pro-inflammatoires et d’IFN-I.  MyD88 est critique pour les voies de signalisation induites 

par tous les TLRs à l’exception du TLR3. Une voie de signalisation des TLRs indépendante de MyD88, 

induite par les TLRs 3 et 4, est médiée par TRIF. Dans le cas particulier de l’activation des pDCs, la 

production d’IFN-I par les TLR7 et 9 dépend de MyD88 (Tableau 1). Celle-ci conduit au recrutement 

à la membrane des endosomes, et à l’assemblage du complexe multi protéique regroupant IRAK4, 

TRAF6, BTK et IRF7. IRF7 est activé par son ubiquitylation par TRAF6 et sa phosphorylation par 

IRAK4. Une fois activé, IRF7 interagie avec TRAF3, IKKα, IRAK1, l’ostéopontine (OPN) et PI3K 

pour être transloqué dans le noyau (Gilliet et al., 2008). IRF7 est essentiel pour la transcription des 

gènes des IFN-I comprenant l’IFNα et l’IFNβ (Figure 1). 
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Figure 1 : Activation et signalisation du Toll-like récepteur 7 

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) expriment principalement les TLRs (Toll-like receptor) 7 et 9, qui migrent 

du réticulum endoplasmique (ER) vers les endosomes. TLR7 est synthétisé dans le ER ou il est associé aux protéines gp96 

et UNC93B nécessaires à sa conformation. TLR7 est relocalisé au niveau du golgi dans une vésicule recouverte de la 

protéine COPII (coat protein complexe II). Dans le Golgi, UNC93B1 ubiquitine TLR7 qui est transporté dans les 

endosomes. L’acidification présente dans les endosomes entraine le clivage protéolityque de TLR7 par la furine. La 

reconnaissance d’acides nucléiques par TLR7 provoque des changements de conformation dans sa structure moléculaire 

conduisant à l'activation de MyD88 et à son association avec TRAF6 (tumour-necrosis factor (TNF) receptor-associated 

factor 6) et IRAK4 (interleukin‑1-receptor-associated kinase 4). Le complexe MyD88-TRAF6-IRAK4 active la kinase 

TAK1, et IRF5 pour activer des molécules en aval de la voie de signalisation. IRF7 est activée par ubiquitylation et 

phosphorylation par TRAF3, IRAK1, IKKα (inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase α), OPN (ostéoponine) et PI3K 

(phosphoinositide 3-kinase). Après activation, IRF7 est transloquée vers le noyau et initie la transcription des interférons 

de type I et III. TAK1 entraine l'activation de NF-κB et des MAPKs (mitogen-activated protein kinases) et, avec l'IRF5, 

conduit à la production de cytokines pro-inflammatoires (Gilliet et al., 2008; Petes et al., 2017). 
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I. ii. Les récepteurs induits par l’acide rétinoïque 

I. ii. i. Reconnaissance et voies de signalisation des récepteurs induits par l’acide 

rétinoïque 

Les récepteurs induits par l’acide rétinoïque (RLR) sont des PRRs solubles résidant dans le cytosol de 

nombreux types cellulaires où ils jouent un rôle crucial contre les infections virales. Les RLRs incluent 

RIG-I (retinoic-acid-inductible protein I), MDA5 (Melanoma differenciation associated gene 5) et 

LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2) (Figure 2). Ils sont composés d’une hélicase virale 

permettant la reconnaissance de l’ARN, d’un domaine CTD (zinc-binding C-terminal domain) et d’un 

domaine CARD (caspase activation and recruitement domain) à l’extrémité N-terminal impliqué dans 

la transmission du signal.  Contrairement à RIG-I et MDA5, LGP2 ne possède pas de domaine CARD, 

mais est capable de se lier au dsRNA de façon similaire à ses homologues. Il serait d’ailleurs impliqué 

dans la régulation de la signalisation de RIG-I et MDA5. En dépit de leur homologie de séquence et 

de structure, RIG-I et MDA5 lient préférentiellement des ligands différents. RIG-I lie principalement 

des dsRNA ou ssRNA de courte taille (10-300pb), incluant les ARNs possédant une extrémité 

5’triphosphate et des régions enrichies en poly-U/UC, comme le génome du virus de l’hépatite C 

(HCV) (Saito et al., 2008). MDA5 reconnait plus particulièrement les longs fragments de dsRNA. 

LGP2 a été montré comme interagissant avec l’extrémité des dsRNA de différentes tailles avec une 

affinité élevée (Li et al., 2009).  L’expression des RLRs est ubiquitaire, quoi que faiblement exprimé 

avant qu’une infection viral ou la stimulation IFN-I n’induise rapidement sa sur-expression 

(Yoneyama et al., 2005). La cascade de signalisation des RLRs se fait via MAVS (Mitochondrial 

antiviral-signaling protein), situé au niveau de la membrane extérieure de la mitochondrie, et de MAM 

(mitochondria associated-membrane) ce qui suggère l’implication des mitochondries dans les réponses 

IFN, en plus de leurs rôles dans le métabolisme cellulaire (Figure 2).  
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Figure 2 : Voies de signalisations des RIG-like récepteurs  

Dans le cas d’absence de ligand, RIG-I et MDA5 existent dans une conformation auto inhibitrice dû à la phosphorylation 

de leurs domaines CARD et RD. De plus RIG-I adopte une conformation repliée auto inhibitrice. Après engagement du 

PAMP approprié au niveau du domaine hélicase, MDA5 et RIG-I sont déphosphorylées, activant leur domaine CARD, qui 

s’associe avec la protéiné adaptatrice MAVS (Mitochondrial antiviral signaling protein). La protéine chaperonne 14-3-3ε 

est essentielle pour la translocation de RIG-I aux MAVS. MAVS, aussi connu sous le nom de VISA, IPS-1 ou CARDIF, 

possède un domaine CARD à son extrémité N-terminale permettant sa liaison avec MDA5 ou RIG-I par des interactions 

CARD-CARD. MAVS s’assemble en agrégats pour former un complexe de signalisation capable d’activer IKKε et TBK1 

à l’origine de la phosphorylation et la translocation nucléaire des facteurs de transcription IRF3 et IRF7 nécessaires à 

l’expression des IFN-I et III. L’activation des RLRs va également induire la voie de signalisation NFκB, induisant 

l’expression de cytokines pro-inflammatoires comme la famille des interleukines pro-inflammatoires-1 (IL-1) par le biais 

de l’IL-1β et de l’IL-18 (Chan and Gack, 2016a). 
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II. La réponse interféron de type I 

II. i. Introduction sur les interférons de type I 

II. i. i. Les interférons de type I et leur récepteur 

La réponse interféron de type I (IFN-I) est largement impliquée dans la protection contre les infections 

virales et bactériennes. Chez l’humain, le système IFN-I est constitué de 17 ligands différents se liant 

à un même récepteur. Les IFN-I les mieux définis sont l’IFNα, regroupant un ensemble de 13 sous-

types et l’IFNβ. La plupart des types cellulaires sont capables de produire de l’IFNβ, mais la principale 

source connue d’IFN-I est la cellule dendritique plasmacytoide (pDC). Il existe également d’autres 

IFN-I comme l’IFNω, IFNκ et IFNε, mais qui ne seront pas détaillés dans ce rapport. Les IFN-I sont 

des polypeptides secrétés en réponse à une infection avec 3 fonctions principales :  

(1) Introduire un état de résistance intrinsèque dans la cellule infectée, ainsi que chez les cellules 

avoisinantes afin de limiter l’infection, en particulier dans le cas de virus en bloquant les différentes 

étapes de la réplication. 

(2) Moduler la réponse immunitaire innée en promouvant la présentation des antigènes et la production 

de cytokines ainsi que l’activation des cellules Naturals Killers (NK). 

(3) Activer le système immunitaire adaptatif par le développement des réponses T et B hautement 

spécifiques aux antigènes ainsi que la mémoire immunitaire. 

Les IFN-I se lient à un même récepteur, appelé le récepteur à l’IFNα (IFNAR). Il est constitué de 2 

sous-unités IFNAR1/IFNAR2 et qui, malgré son nom est bien commun à tous les IFN-I. Bien que le 

site de liaison des IFN-I à leur récepteur soit similaire, leur affinité pour IFNAR2 est en général plus 

élevée que celle d’IFNAR1. La liaison de l’IFN-I à la surface des cellules serait donc initiée par leur 

liaison à IFNAR2, suivis d’IFNAR1 alors recruté à la membrane plasmique pour finaliser le complexe 

tertiaire de signalisation. Celui-ci est ensuite endocyté par la voie dépendante de la clathrine, et  

acheminé au niveau des endosomes précoces ou IFNAR1 sera ubiquitinylé pour être dégradé par les 

lysosomes, et IFNAR2 sera recyclé au niveau de la membrane plasmique (Chmiest et al., 2016). De 

plus, comparé aux autres sous types, l’IFNβ semble avoir une affinité plus importante avec IFNAR. 

Comme pour un grand nombre de récepteurs aux cytokines, le niveau d’expression physiologique basal 

d’IFNAR1 et d’IFNAR2 est faible et sa distribution aléatoire à la surface des cellules le rend difficile 

à détecter (You et al., 2014).  
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II. i. ii. La voie de signalisation des interférons de type I 

Seulement les acteurs majeurs de la réponse à l’IFN-I, STAT (signals transducer and activator of 

transcription) 1 et 2, et leurs voies de signalisation seront détaillés dans ce manuscrit (Figure 3). 

Néanmoins il est important de préciser que les complexes induits par l’IFN-I comprennent également 

des homodimères constitués des STAT1 à STAT6, ainsi que des hétérodimères (van Boxel-Dezaire et 

al., 2006). 

La grande majorité des types cellulaires sont capables d’enclencher des réponses à l’IFN-I. Cette 

réponse est induite par une voie de signalisation canonique, constituée de nombreux composants que 

sont IFNAR, JAK1, TYK2, STAT1, STAT2 et IRF9. Après fixation de l’IFN-I à son récepteur, le 

domaine cytoplasmique des sous-unités d’IFNAR s’associe avec différentes protéines adaptatrices via 

la voie de signalisation JAK/STAT. Les protéines clés appartenant à la famille des Janus Kinases 

(JAK), comme JAK1 et TYK2, s’associent respectivement avec IFNAR2 et IFNAR1 pour 

phosphoryler les formes cytoplasmiques latentes des protéines STAT1 et STAT2. Ces molécules 

forment ensuite des hétérodimères pSTAT1/pSTAT2 pour être transloqué au noyau où ils s’associent 

avec IRF9 (interferon regulatory factor 9) pour créer le complexe de transcription ISGF3 

(Interferon Stimulated Gene Factor). ISGF3 reconnait alors des séquences d’ADN apparentées que 

sont les ISRE (Interferon-sensitive response element), permettant la transcription des ISGs (Interferon-

stimulated genes) (Figure 3). Une dimérisation des sous-unités d’IFNAR permet également une 

interaction entre JAK1 et TYK2 à l’origine d’une phosphorylation croisée des kinases amplifiant leur 

activité. La voie de signalisation canonique de l’IFN-I induit des centaines d’ISGs différents 

(MacMicking, 2014; Schoggins et al., 2012; Stark and Darnell, 2012). Ces ISGs sont des molécules 

effectrices de l’état antiviral, en inhibant la transcription, traduction et réplication virale ainsi qu’en 

favorisant la dégradation d’acides nucléiques et en altérant le métabolisme lipidique cellulaire 

(MacMicking, 2014) . 

Des chercheurs ont observé que l’augmentation de l’expression de certains ISGs chez des fibroblastes 

humains, stimulés par de l’IFNβ, se faisait dans les 24 heures suivants le traitement et qu’elle était 

soutenue à des niveaux important pendant près de 72 heures (Cheon et al., 2013). En revanche, bien 

que l’expression des protéines STAT1, STAT2 et IRF9 suivaient une cinétique similaire aux ISGs 

induits, leurs phosphorylations n’étaient que transitoire et disparaissaient après 48H (Cheon et al., 

2013). Ces observations illustrent l’existence des voies de signalisation non canoniques, différentes de 

celles préalablement décrites et capables de maintenir la réponse IFN-I en absence de nouvelle 
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stimulation. Notamment, les protéines STATs sont capables de continuer leur fonction de navigation 

entre le compartiment cytosolique et nucléaire, indépendamment de leur phosphorylation (Begitt et al., 

2000; Meyer et al., 2002). Les formes non phosphorylées des STATs (U-STATs) participent également 

à la voie de signalisation de l’IFN-I. Ces dernières existent pour toutes les STATs et possèdent des 

fonctions distinctes de leur forme phosphorylée. U-STAT1 et U-STAT2, forment avec IRF9 un 

complexe ISGF3 non phosphorylé (U-ISGF3) (Figure 3). Sa formation requiert un niveau 

d’expression élevé de STAT1 et STAT2 ainsi que d’IRF9. Alors que la forme phosphorylée d’ISGF3 

induit une réponse rapide par sa liaison au ISRE canonique, U-ISGF3 conduirait une seconde réponse, 

plus longue, en se liant à un ISRE distinct (Cheon and Stark, 2009). Ainsi une exposition prolongée 

des cellules à l’IFN-I et l’accumulation de STAT1, STAT2 et IRF9 pourraient favoriser la formation 

du complexe U-ISGF3, qui maintiendrait à son tour l’expression d’ISGs impliqués dans la résistance 

antivirale et les dommages à l’ADN (Cheon et al., 2013). La forme phosphorylée de STAT2 peut 

également interagir avec IRF9, indépendamment de STAT1, pour former un complexe similaire à 

ISGF3 et permettre une activité antivirale en absence de STAT1 (Figure 3) (Abdul-Sater et al., 2015; 

Platanitis et al., 2019). Cette stimulation d’ISG par les complexes STAT2-IRF9 pourrait servir de 

soutient contre des pathogènes capables d’inhiber la voie de signalisation de STAT1. En effet, des 

souris STAT1 -/-, en dépit de leur capacité à former le complexe ISGF3, étaient toujours capables 

d’induire une réponse ISG à une infection par DENV (Perry et al., 2011). 
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Figure 3 : Voie de signalisation canonique et non canoniques de la réponse IFN-I  

La voie de signalisation canonique consiste en la phosphorylation de STAT1 et STAT2 par les kinases TYK2 et JAK1. 

Les formes phosphorylées de STAT1 et STAT2 se regroupent pour former un hétérodimère s’associant avec IRF9 pour 

former le complexe ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3) qui contrôle l’expression des ISGs (IFN-stimulated genes) en se 

liant à des ISRE (IFN- sensitive response element). La voie de signalisation canonique entraine la régulation positive des 

composants du complexe ISGF3 incluant des protéines STATs ainsi que IRF9. Cette stimulation va favoriser la formation 

du complexe ISGF3 en absence de phosphorylation des protéines STAT1 et STAT2 capable de stimuler des ISGs et de 

prolonger la réponse IFN-I. Une phosphorylation importante de STAT2 entraine la formation d’un complexe actif constitué 

d’un homodimère STAT2 phosphorylé associé avec IRF9 à l’origine d’une réponse tardive de la transcription d’ISG 

(Majoros et al., 2017). 



Page 20  

II. i. iii. Les mécanismes de protection antiviraux des interférons de type I  

Comme indiqué précédemment, la fonction antivirale de l’IFN-I est largement attribuable à l’induction 

de l’expression des ISGs. Parmi ces ISGs certains sont notamment impliqués dans les réponses aux 

virus à ARN et à l’origine d’une variété importante de protéines antivirales comme les protéines IFITs 

et IFITMs, la GTPase MxA,  la kinase PKR ou encore la RNAse L qui seront détaillés dans ce chapitre 

(McNab et al., 2011; Yan and Chen, 2012). 

L’IFN-I promeut l’expression d’ISGs aux actions antivirales directes définis comme des mécanismes 

de défense généraux. On y retrouve chez l’homme la famille des protéines IFITs (Interferon Induced 

proteins with Tetratricopeptide repeats) induitent par l’IFN. Ces protéines cytoplasmiques, sont au 

nombre de 4 : IFIT1 (ISG56), IFIT2 (ISG54), IFIT3 (ISG60) et IFIT5 (ISG58). La majorité des ARNs 

cellulaires possèdent une coiffe 5’contenant une région 2’-O-methylée qui stabilise l’ARN afin de 

permettre sa traduction. Néanmoins, certains ARNs viraux tel que le génome de HCV (Hepatitis C 

virus), traduits par un IRES (internal ribosome entry site), sont dépourvus de coiffe en 5’. D’autres, 

comme celui du virus de la grippe possèdent une coiffe en 5’contenant une région 2’-O-methylée mais 

associée à un groupe triphosphate. Ces différences permettent à ces protéines de discriminer l’ARN 

viral de l’ARN cellulaire en se liant aux ARNs contenant un segment triphosphate au niveau de leur 

coiffe 5’ ou ne possédant pas de région 2’-O-methylée (Pichlmair et al., 2011; Züst et al., 2011). La 

fixation des protéines IFITs aux ARNs viraux inhibe leurs réplications et leurs traductions. De 

nombreux virus répliquant dans le cytoplasme des cellules eucaryotes ont d’ailleurs évolués en 

développant leur propre 2’-O-methyltransferases afin de modifier leur ARNm.  

Les gènes IFITMs (interferon induced transmembrane protein), codant pour des protéines de même 

nom, sont une autre famille d’ISGs incluant IFITM1, IFITM2, IFITM3. L’essentiel des travaux sur les 

mécanismes de l’action antivirale des protéines IFITMs ont été réalisées sur le virus influenza, contre 

lequel elles inhibent l’entrée du virus dans la cellule cible (Tartour and Cimarelli, 2015). Néanmoins 

leur action antivirale a également été reportée dans le cas du virus de la DENV ou de WNV (Schoggins 

et al., 2011).  

MxA (Myxovirus Resistance Protein A) est une GTPase humaine possédant un large spectre d’action 

antiviral. Les virus sont inhibés à un stage précoce de leur cycle de vie, rapidement après leur entrée 

dans la cellule hôte et avant l’amplification de leur génome. La protéine MxA humaine s’accumule 

dans le cytoplasme et au niveau du réticulum endoplasmique ou elle forme une plateforme facilitant 

la reconnaissance et piégeant les structures de type nucléocapside (Gao et al., 2011). A la fois la 
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protéine kinase dépendante de l’ARN double brin (PKR) et la 2’,5’-oligoadenylate synthétase (OAS) 

vont inhiber le cycle de réplication viral en bloquant la traduction de l’ARN viral ou en favorisant sa 

dégradation. Leur implication a notamment été démontrée dans le contrôle d’une infection par DENV 

(Warke et al., 2003). PKR est présente à l’état inactif dans le cytoplasme de cellules non infectées. Son 

activation repose sur son interaction avec le dsRNA généré lors de la réplication du génome viral. 

Cette interaction permet la phosphorylation de la sous-unité alpha du facteur d’initiation eucaryote-2 

entrainant une inhibition généralisée de la traduction cellulaire et par conséquent la synthèse des 

protéines virales (Zhang et al., 2014). La présence des dsRNA dans le cytoplasme des cellules infectées 

active également la 2’,5’-oligoadenylate synthétase (OAS), qui activera à son tour la RNAse L, 

impliquée dans la dégradation des ssRNA riches en séquences uridines.  

II. ii. Régulation de la réponse interféron de type I 

II. ii. i. La régulation positive de la réponse interféron de type I 

Les protéines STAT1 et IRF9 étant des ISGs, leur expression est induite par l’IFN. Ainsi on comprend 

qu’une première boucle d’amplification est mise en place par l’augmentation de l’expression de ces 

molécules de signalisation suite à une réponse IFN-I. En effet un niveau plus important d’expression 

de STAT1 entraine une meilleur interaction et activation par IFNAR et, concernant IRF9, favorise 

l’ancrage d’ISGF3 aux gènes cibles. Il est intéressant de noter que de très faibles concentrations d’IFN-

I sont suffisantes pour augmenter l’expression de STAT1. De plus une expression importante de 

STATs et d’IRF9 peut entrainer une expression soutenue de différents ISGs même en absence de 

phosphorylation des JAKs et STATs (Cheon et al., 2013). L’amplification de la réponse implique 

également une augmentation de la phosphorylation des protéines STATs, via les tyrosines kinases 

comme SYK et PYK2. La phosphorylation des sérines sur STAT1 permet également une augmentation 

de son activité transcriptionnelle. D’autres cytokines comme l’interféron de type II (IFN-II) et 

l’interleukines 6 (IL-6) sont également capables d’activer les protéines STATs (Hu et al., 2002, 2005; 

Levy et al.; Tassiulas et al., 2004). Il a également été observé une coopération entre les protéines 

STATs et d’autres facteurs de transcription, notamment ceux appartenant à la famille des IRFs 

(Tamura et al., 2008). Les protéines STATs, ISGF3 et IRFs coopèrent entre elles pour induire de 

nombreux ISGs en se liant de façon coordonnée à des motifs apparentés de séquence situés dans les 

régions promotrices des gènes. En effet les séquences d’ADN reconnues par la plupart des IRFs 

chevauchent des ISRE. Ainsi les IRFs peuvent reconnaitre et activer des cibles identiques à ISGF3. 
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De plus un nombre important de protéines IRFs sont des ISGs comme IRF1, IRF7, IRF8 et IRF9 

formant alors une nouvelle boucle d’expression de gènes induits par l’IFN. Ainsi l’activation de 

certains ISGs par les protéines STATs et ISGF3 va pouvoir activer un second groupe d’ISGs dont 

l’induction est elle-même dépendante de la synthèse de nouvelles protéines (van Boxel-Dezaire et al., 

2006). 

II. ii. ii. Régulation négative de la réponse interféron de type I 

Une action prolongée ou trop importante des IFN-I peut être délétère pour l’organisme, il est donc 

important que celle-ci soit régulée. La suppression de la voie de signalisation de l’IFN-I par les cellules 

peut se faire à la fois via la diminution de l’expression membranaire d’IFNAR, par l’induction de 

régulateurs négatifs comme les protéines SOCS (suppressor of cytokine signalling) ou USP18 

(Ubiquitin hydrolase carboxy-terminal hydrolase 18) ainsi que l’induction de miRNAs. Un défaut dans 

l’un de ces trois systèmes, ainsi qu’une expression importante et constante d’IFN-I est associée avec 

de nombreuses maladies auto-immunes (Crow and Ronnblom, 2019). L’internalisation d’IFNAR peut 

être induite par de nombreuses voies de signalisation (Fuchs, 2013; de Weerd and Nguyen, 2012). 

Parmi ces voies, celles induites par des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1, les TLRs, les 

récepteurs ITAM (Immunoreceptor tyrosine-based activation motif) ainsi que les voies du stress 

métabolique ou oxydatif (Bhattacharya et al., 2013; Fuchs, 2013; HuangFu et al., 2012; Huynh et al., 

2012). Un exemple connu est la phosphorylation du récepteur IFNAR1 par la kinase p38, qui induit sa 

phosphorylation de novo par la kinase caséine II (CK-2) entrainant alors son ubiquitylation suivit de 

son internalisation et de sa dégradation par les lysosomes (Fuchs, 2013). De manière intéressante, 

l’endocytose du récepteur n’abroge pas immédiatement sa signalisation et dans certains cas, son 

endocytose après activation par de l’IFN-I a même été démontré comme nécessaire à la voie de 

signalisation dépendante des STATs (Marchetti et al., 2006). En effet, alors que les sous-unités du 

récepteur sont hautement diluées au niveau de la membrane plasmique, son internalisation par les 

endosomes précoces concentrerait localement l’IFN et son récepteur. En plus de la dégradation 

d’IFNAR, des voies de signalisation croisées entre les TLRs et des récepteurs possédant le motif  

ITAM , sont également capables de supprimer la signalisation induite par IFNAR en recrutant PKCβ 

et PKCδ (Du et al., 2005; Huynh et al., 2012; Wang et al., 2010) .  La réponse IFN-I induit également 

les ISGs de la famille SOCS (SOCS1, SOCS3) et USP18 (Yoshimura et al., 2007) (Sarasin-Filipowicz 

et al., 2009) qui agissent comme boucle de rétrocontrôle négative pour limiter sa réponse dans l’espace 
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et dans le temps. Les protéines SOCS rentrent en compétition avec les protéines STATs dans leurs 

liaisons à la forme phosphorylée de Tyk2 et suppriment ainsi l’activité des JAKs. USP18 se lie 

spécifiquement à IFNAR2 empêchant son interaction avec JAK1. Alors que l’endocytose du récepteur 

se déroule immédiatement après l’activation du récepteur, la régulation par SOCS1 et USP18, qui sont 

des ISGs, apparaît quelques heures suivant l’activation du récepteur.  

II. ii. iii. Les effets délétères de la réponse interféron de type I 

Une réponse IFN-I mal régulée peut à la fois induire une réponse inflammatoire exacerbée qui va 

amplifier la maladie (Davidson et al., 2014) mais également des effets immunosuppresseurs capables 

d’entraver la réponse antivirale (Biron, 2001). Ainsi, l’implication des réponses IFN-I dans les 

infections virales chroniques ou encore dans l’auto-immunité, sont infiniment plus complexe. Dans le 

cas d’infection par HIV, il a été observé que l’expression du couple de récepteur ligand DR5-TRAIL 

était accrue par de hauts niveaux d’IFN-I et capables d’entrainer la mort des lymphocytes (Hardy et 

al., 2007). En effet, dans une étude s’intéressant à des patients atteints par HIV, les patients 

« progresseurs » avaient une production plus importante d’IFN-I par leurs pDCs, ainsi qu’une 

expression accrue de DR5-TRAIL comparés aux « non progresseurs à long terme » (Herbeuval et al., 

2006). Une apoptose dépendante de DR5 ou TRAIL en réponse à l’IFN-I exogène a également été 

reporté in vitro dans le cas d’une infection par le virus de l’hépatite C (HCV) (Liedtke et al., 2006; 

Shigeno et al., 2003; Toomey et al., 2001), même si l’effet immunosuppresseur de l’IFN-I en lien avec 

la pathologie de HCV n’a pas été déterminé. Un effet délétère de l’IFN-I est aujourd’hui avéré dans 

certaines maladies auto-immunes. Par exemple, les cas de lupus érythémateux disséminé (SLE) sont 

généralement associés avec un niveau d’expression accru de STAT1 par les cellules myéloïdes, à 

l’origine d’une expression élevée d’ISG (appelée signature IFN) (Hall and Rosen, 2010).  De plus des 

études ont montré qu’une signalisation IFN-I de longue durée, dans le cas d’une infection persistante 

par LCMV, était associée avec un effet immunosuppresseur in vivo.  L’utilisation d’anticorps anti-

IFNAR1 chez des souris chroniquement infectées accéléraient le controle de l’infection par LCMV via 

un mécanisme dépendant des cellules T CD4+ (Teijaro et al., 2013; Wilson et al., 2013). Néanmoins 

il également été observé des cas de développement accrus de maladies auto immunes chez des humains 

et des souris qui avaient une réponse IFN-I détériorée (Ivashkiv, 2013; Wang et al., 2013).  

  



Page 24  

III. Les cellules dendritiques plasmacytoides 

III. i. Caractéristiques des cellules dendritiques plasmacytoides 

III. i. i. Introduction sur les cellules dendritiques plasmacytoides 

L’identification des cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) comme un seul et unique type 

cellulaire remonte aux travaux de Liu et Colonna en 1999 (Cella et al., 1999; Siegal et al., 1999). Cette 

description est basée sur des recherches antérieures qui ont mené à définir la notion de pDCs sur leur 

propriété essentielle qu’est la sécrétion d’IFN-I en réponse aux infections virales, mais également sur 

leur capacité à se différencier en cellules dendritiques conventionnelles (cDCs) in vitro. Les pDCs sont 

produites en continu dans la moelle osseuse, où elles maturent avant de rejoindre la périphérie. 

Incapables de se diviser et possédant une durée de vie réduite à quelques jours (Zhan et al., 2016), les 

pDCs résident et circulent essentiellement au travers des organes lymphoïdes qu’elles rejoignent via 

le sang où elles représentent entre 0.2 et 0.5% des cellules nucléées. A l’état basal, elles possèdent la 

morphologie ronde des lymphocytes circulants et expriment un faible niveau de CMH-II. Elles 

expriment également une quantité importante de TLR7 et TLR9, les récepteurs endosomaux aux acides 

nucléiques. La détection des acides nucléiques par ces récepteurs conduit à une sécrétion massive et 

rapide d’IFN-I. Une fois activées, en plus de leur fonction importante de production d’IFN-I, les pDCs 

sont capables de produire de l’IFNλ ou IFN de type III (IFN-III) aussi appelé  IL-28/29 par la voie de 

signalisation IRF7, ainsi que d’autres cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα induit par la 

signalisation NFκB (Figure 4) (Gilliet et al., 2008; Reizis et al., 2011). Elles peuvent également 

exercer des fonctions de présentation d’antigène et de cross présentation même si cette dernière a été 

récemment controversée (Figure 4)  (Embgenbroich and Burgdorf, 2018; See et al., 2017) . Néanmoins 

il n’est pas clair si ces procédés ont lieux en parallèle dans une même cellule ou s’ils représentent des 

fonctions distinctes de pDCs. En effet la question de l’hétérogénéité au sein des pDCs se pose car il a 

été observé que seulement une fraction des pDCs étaient capables de produire de l’IFN-I (Bauer et al., 

2016; Tomasello et al., 2018a). En accord, de récentes études ont ainsi montrées qu’après activation, 

les pDCs humaines étaient capables de générer des populations distinctes axées soit sur la production 

d’IFN-I soit sur la présentation antigénique, via l’expression de co-facteurs de stimulation incluant 

CD80 (Alculumbre et al., 2018). Les pDCs sont également extrêmement résistantes aux infections 

virales. Bien qu’encore à éclaircir, cet attribut serait dû à l’expression importante d’IRF7 à l’état basal, 

permettant aux pDCs une réponse rapide et de forte intensité. Récemment l’implication de la protéine 
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Rab15 dans la résistance des pDCs, et plus largement des cellule dendritiques humaine CD141+, aux 

infections contre le virus influenza et HIV a également été rapporté (Silvin et al., 2017).  

 

Figure 4 : Les différentes fonctions des cellules dendritiques plasmacytoïdes  

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) produisent de l’interféron de type I (IFN-I) en réponse à des infections 

virales et promeuvent l’expression d’ISGs (interferon stimulated genes) induisant la mise en place d’un état antiviral et 

l’apoptose des cellules infectées. L’IFN-I, l’interleukine (IL)-12 et 18 augmentent l’activation et les fonctions effectrices 

des cellules NK (Natural killer). L’expression du complexe majeur d'histocompatibilité (MHC) de type I et II, accompagné 

des marqueurs de costimulation comprenant CD80, CD86 et CD40 permettent aux pDCs d’activer les cellules T CD8+ et 

de présenter des antigènes aux cellules T CD4+. L’IFN-I et l’IL-12 vont supporter la fonction effectrice des cellules T 

CD8+ ainsi que la différenciation des cellules T CD4+ en cellules Th1 (T helper 1 cells). La sécrétion de chémokines pro-

inflammatoires comprenant CXCL8, CXCL10, CCL3 et CCL4 attirent les cellules immunitaires aux sites d’infection ou 

d’inflammation (Swiecki and Colonna, 2015). 
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III. i. ii. Ontogénie et maturation des cellules dendritiques plasmacytoides 

Il n’existe pas de consensus établit sur la capacité des pDCs à dériver de progéniteurs myéloïdes (CMP) 

ou lymphoïdes (CLP), l’implication et l’importance de chacune de ces deux voies de différenciation 

dans le développement des pDCs faisant aujourd’hui débat. Il existerait également des différences 

fonctionnelles et transcriptomiques entre les pDCs dérivées de CMP ou de CLP (Rodrigues et al., 

2018). De manière similaire aux cellules dendritiques communes (cDCs), les pDCs expriment le 

récepteur aux chémokines Flt3 (CD135) et son extrêmement dépendantes de son ligand Flt3L pour 

leurs développements. En effet, la présence de F1t3L seul, est suffisant pour permettre le 

développement de pDCs à partir des CMPs et des CLPs (Sathe et al., 2013). La principale voie de 

différenciation reconnue était celle des CMP, donnant naissance aux progéniteurs communs des 

cellules dendritiques (CDP), à l’origine de pDCs et de cDCs (Onai et al., 2013). Des chercheurs avaient 

observés, in vivo, qu’en marquant spécifiquement les CDPs, la majorité des pDCs produites l’étaient 

également (Loschko et al., 2016). De plus, il a été observé que la cinétique de développement des 

pDCs à partir des cellules souches in vivo était proche de celle des cellules myéloïdes (Upadhaya et 

al., 2018). Néanmoins les pDCs expriment plusieurs gènes spécifiques de la lignée lymphoïde comme 

les gènes Rag1 et Rag2 impliqués dans la recombinaison V(D)J à l’origine du répertoire considérable 

d’anticorps et de TCR retrouvé chez les lymphocytes B et T. De plus les pDCs partagent plusieurs 

gènes très spécifiques avec les lymphocytes B, comme le facteur de transcription SpiB (Sasaki et al., 

2012). Il avait ainsi été ainsi proposé que les pDCs, pouvaient également appartenir à la lignée 

lymphoïde. Ces observations ont récemment été soutenue par l’identification de progéniteurs in vivo 

possédant un potentiel majeur de différenciation en pDC, bien plus élevé que celui des CMP  

(Rodrigues et al., 2018). De plus l’équipe de Florent Ginhoux à récemment confirmé que les pDCs 

étaient capables de se développer à partir de progéniteurs lymphoïdes IL-7Rα+LyD6D+SiglecH+, 

indépendamment de la lignée myéloïde des cDCs (Dress et al., 2019). Ainsi il existe plusieurs 

arguments en faveur d’une origine myéloïde ou lymphoïdes des pDCs suggérant plusieurs voies de 

différentiation, mais toutes régulées par un programme de différenciation élaboré qui assure in fine 

leur fonctionnalité. 

La bifurcation entre les DCs et les pDCs à partir des CDP est permise par l’expression de facteurs de 

transcriptions différents, le programme de développement des DCs étant contrôlé par PU.1, alors que 

celui menant aux pDCs étant dirigé par TCF4 (E2-2) (Ghosh et al., 2010; Nagasawa et al., 2008). 

L’expression du programme de différenciation des pDCs semble également être initié chez les 
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progéniteurs exprimant IRF8 (Upadhaya et al., 2018). TCF4 est exprimé dans tous les progéniteurs 

hématopoïétiques et peut amplifier sa propre expression, soulignant une potentielle boucle de 

régulation positive dans le développement des pDCs (Grajkowska et al., 2017). Celui-ci exerce sa 

fonction à l’aide de son cofacteur MTG16, mais également en présence d’autres facteurs comme 

BCL11A (Ghosh et al., 2014).  TCF4 se lie directement à différents acteurs responsables de la 

différenciation en cDCs que sont ITGAX (CD11C) ou ID2, pour les inhiber. En effet la protéine ID2 

est capable de perturber le programme transcriptionnel dirigé par TCF4 pour favoriser le 

développement de cDCs. Ainsi la répression transcriptionnelle d’ID2 par TCF4 et l’inhibition post 

traductionnelle de TCF4 par ID2 suggère que ces deux facteurs antagonistes jouent un rôle déterminant 

quant à la différenciation des progéniteurs (Ghosh et al., 2010). TCF4 est un homologue aux facteurs 

de transcription TCF3 et TCF12, qui sont des régulateurs clés du développement des lymphocytes. 

Tous ces facteurs de transcription reconnaissent la même séquence et partagent les mêmes gènes cibles 

(Ghosh et al., 2014). De manière intéressante, la délétion de TCF4 dans des pDCs matures induit un 

changement vers une morphologie dendritique accompagnée d’une signature génétique des cDCs 

(Ghosh et al., 2010). Ce control transcriptionnel permet de distinguer les pDCs des cDCs et serait 

impliqué dans les similarités transcriptomiques, retrouvées entre les pDCs et les CLP.  

III. i. iii. Activation des cellules dendritiques plasmacytoides par reconnaissance 

de l’infection virale 

Chez l’homme les pDCs expriment les TLR7 et TLR9 (Jarrossay et al., 2001; Kadowaki et al., 2001a; 

Liu, 2004).  Comme indiqué précédemment, TLR7 permet aux pDCs de répondre suite à une infection 

par des virus à ssRNA (e.g., Influenza, VSV, DENV, HCV…) et TLR9 dans le cas d’une infection par 

des virus à ADN (e.g., MCMV, HSV-1, HSV-2…). Les pDCs n’expriment pas RIG-I à l’état basal, 

mais il a été montré que son expression pouvait être induite après une stimulation des TLRs. Des 

chercheurs ont ainsi proposé un modèle dans lequel la réponse TLR médiait la première phase 

d’induction d’IFN-I alors que RIG-I contribuait à la phase tardive des réponses des pDCs (Bruni et al., 

2015; Szabo et al., 2014). Néanmoins des pDCs isolées à partir de souris RIG-I -/- n’ont montré qu’un 

léger défaut de production d’IFNα en réponse à la stimulation par le virus de la maladie de Newcastlte 

(NDV) (Kato et al., 2005), suggérant l’utilisation par les pDCs de mécanismes indépendant de RIG-I. 

Les TLRs jouent alors un rôle prépondérant dans l’induction de la réponse IFN-I et l’utilisation 
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exclusive de ces voies de signalisation pour la reconnaissance des acides nucléiques suggère une 

fonction unique de ces cellules dans le système immunitaire.  

Les différentes réponses des pDCs aux acides nucléiques illustrées par l’exemple des 

oligodéoxynucléotides (ODN) possédant un motif CpG hypométhylé (CpG ODNs).  

Il a été observé que les pDCs étaient capables de répondre distinctement par la voie TLR9 à deux 

classes de CpG ODNs :  

i) le CpG ODNs de type A (CpG-A) qui induit une réponse médiée par IRF7 déclenchant une forte 

production d’IFN-I chez les pDCs. 

ii) le CpG ODNs de type B (CpG-B) qui déclenche principalement une réponse médiée par NFκB, 

conduisant à  la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα et l’IL6, ainsi que la 

régulation positive des molécules de co-stimulation CD80/CD86 et l’expression de CMH de classe II 

(Kadowaki et al., 2001b; Kerkmann et al., 2003) .  

Cette bifurcation de réponse de la part des pDCs serait due aux différences structurales existantes entre 

ces deux types de CpG, à l’origine d’une cinétique de réponse différente. Le CpG-A possède une queue 

polyG permettant la formation de complexe multimérique d’environ 50 nm de diamètre, qui seront 

retenus plus longtemps dans les endosomes précoces. Inversement, le CpG-B étant monomérique et 

incapable de former des structures tertiaires, transit plus rapidement des endosomes précoces vers les 

endosomes tardifs. Cette différence de temps de rétention peut expliquer la disparité de réponse 

observée : une durée prolongée de rétention au niveau des endosomes précoces de la voie endo-

lysosomale favoriserait la formation d’une plateforme constituée de MyD88 et IRF7 à l’origine  d’une 

production d’IFN-I robuste (Guiducci et al., 2006; Honda et al., 2005). De manière cohérente, lorsque 

le CpG-A est dissocié en monomère, n’étant plus retenu dans les endosomes précoces, il devient 

incapable d’induire de haut niveau d’IFN-I mais induit la maturation des pDCs ainsi que la production 

de TNFα et d’IL6 via les activations transcriptionnelles NFκB. Inversement, l’encapsidation de CpG-

B, permettant leur rétention dans les endosomes précoces, conduit à l’induction de niveaux important 

d’IFN-I, accompagné d’une maturation atténuée et de niveaux plus faibles de cytokines pro-

inflammatoires. Ces résultats supportent le lient existant entre la localisation dans le compartiment 

endosomal des ligands du TLR9 et les réponses induites.  

En raison de leur résistance accrue aux infections virales, les pDCs doivent être capables de reconnaitre 

des virus incapables de les infecter. Cette reconnaissance est permise par les TLRs endosomaux, 
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comme soutenue par la capacité des pDCs à répondre à des particules virales du virus influenza inactivé 

par UV et donc incapable de se répliquer (Kumagai et al., 2009; Lund et al., 2003). En revanche, 

d’autres virus tel que VSV,  n’induisent une réponse IFN-I que lors d’une réplication active (Hornung 

et al., 2004). Dans ce dernier cas, l’autophagie a été proposée comme mécanisme d’adressage, par 

lequel l’ARN viral pourrait rejoindre le compartiment endosomal (Lee et al., 2007). De plus l’analyse 

de la réponse des pDCs humaines au RRV ou au LCMV a permis d’identifier que la réplication virale 

et la production d’IFN-I avaient lieux dans des cellules différentes au sein de la population de pDCs, 

les cellules infectées ayant une production d’IFNα altérée (Deal et al., 2010; Macal et al., 2012). 

Une caractéristique importante de la reconnaissance virale par les pDCs est la nécessité de former des 

contacts physiques directe avec les cellules infectées conduisant à la production l’IFN-I. Cette capacité 

des pDCs a été introduite par une étude sur le virus de l’hépatite C (HCV) où les pDCs étaient capables 

de produire de l’IFN-I qu’en interagissant physiquement avec les hépatocytes infectées et non pas avec 

le virus libre (Takahashi et al., 2010). Plus tard il a été démontré que cette reconnaissance était 

dépendante de TLR7 et qu’elle passait par le transfert d’exosomes contenant l’ARN viral de la cellule 

infectée vers la pDCs (Dreux et al., 2012a). Ce transfert étant de faible porté, des contacts cellulaires 

sont nécessaires. Cette caractéristique a ensuite été élargie à de nombreux virus à ARN comme LCMV, 

HAV, DENV, WNV, YFV où les ARNs viraux en court de réplication seraient transférés via des 

particules immatures ou des virions enveloppés. (Décembre et al., 2014a; Feng et al., 2015; Lepelley 

et al., 2011; Webster et al., 2016). 

III. ii. Les fonctions des cellules dendritiques plasmacytoides 

III. ii. i. L’activation des cellules dendritiques plasmacytoides 

La fonction de protection antivirale des pDCs repose sur la production rapide et importante d’IFN-I.  

En effet dans les 6 heures suivant leur activation par un virus, les pDCs dédient environ 60% de leur 

transcriptome aux gènes permettant la production d’IFN-I (Ito et al., 2006). Cet engagement permet 

une production d’IFN-I environ 200 à 1000 fois plus importante que n’importe quel autre type de 

cellule sanguine (Siegal et al., 1999). De plus, l’utilisation de la voie de signalisation des TLRs 

endosomaux, via la protéine adaptatrice MyD88 et le facteur de transcription IRF7, comme voie 

principale de production d’IFN-I est tout à fait spécifique aux pDCs. Néanmoins cette voie de 

signalisation n’est pas exclusive et peut également conduire à la mise en place d’une signalisation 

NFκB induisant la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα. Les voies de détection 
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intracellulaires passant par cGAS/STING ainsi que RIG-I en réponse aux virus à ARN et à ADN sont 

également présentes chez les pDCs (Bode et al., 2016; Bruni et al., 2015; Kumagai et al., 2009). Dans 

la plupart des types cellulaires, le facteur de transcription IRF7 est généralement faiblement exprimé 

ou absent dans l’attente d’être induit par une première vague d’IFN-I. En effet IRF7 étant un ISGs, 

celui-ci est induit par la boucle de régulation positive incluant IFNAR. Dans le cas des pDCs, même 

quiescente, celles-ci vont exprimer de hauts niveaux d’IRF7 et ainsi être capables de secréter 

rapidement de l’IFN-I sans avoir recours à la boucle de régulation positive (Barchet et al., 2002). En 

effet IFNAR a été montré comme étant dispensable dans la réponse des pDCs à certains virus comme 

MCMV in vivo même si celui-ci apparait nécessaire pour induire une réponse complète de la part des 

pDCs suite à une induction par CpG (Tomasello et al., 2018a). Récemment, l’implication d’une boucle 

d’amplification paracrine médiée par l’IFN-I a également été rapportée sur des pDCs stimulées par des 

ligands TLRs où la densité cellulaire influence directement la production d’IFNα (Wimmers et al., 

2018a). Néanmoins ce nouvel aspect de coopération entre pDCs dans la modulation de leur activation 

par l’IFN-I nécessite d’être approfondie dans le cas des infections virales.  Différent facteurs de 

transcription comme Spi-B et NFAT3C vont également interagir avec IRF7 pour induire l’activation 

des gènes IFN-I (Bao et al., 2016; Sasaki et al., 2012). Ces études démontrent un réseau 

transcriptionnel complexe qui va permettre aux pDCs de maintenir leur capacité à répondre 

rapidement.  

III. ii. ii. La régulation négative des cellules dendritiques plasmacytoides 

La capacité importante des pDCs à produire de l’IFN-I nécessite la présence de mécanismes 

inhibiteurs. Ces mécanismes passent notamment par des récepteurs comme CXCR4 et CD44, capables 

d’inhiber l’activation des pDCs en réponse à des monoamines naturels et à la galectin-9 respectivement 

(Panda et al., 2018; Smith et al., 2017). D’autres récepteurs inhibiteurs comme CD28, largement 

partagés entre les lymphocytes, sont également impliqués chez les pDCs. De manière plus spécifique 

aux pDCs, des récepteurs comme BDCA-2 et ILT7 inhibent les réponses des pDCs lors de leur liaison 

avec des anticorps en engagent la voie de signalisation ITAM (Jähn et al., 2010; Pellerin et al., 2015; 

Tsukamoto et al., 2009). BDCA-2 est une lectine de type C qui lie de multiples glycoprotéines incluant 

les immunoglobulines, laissant apparaitre l’idée que la réponse anticorps serait capable d’inhiber 

l’activation des pDCs par ce mécanisme. ILT-7 quant à lui est un récepteur du type immunoglobuline 

dont le seul ligand est la tetherin (aussi appelé BST2), une protéine membranaire antivirale, induite 
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par l’IFN (Cao et al., 2009). ILT-7 serait alors impliquée dans une boucle de régulation négative en 

réponse à la production d’IFN par les pDCs. Un autre récepteur impliqué est PTPRS, exprimé dans de 

nombreux tissus mais hautement spécifique des pDCs. La ligation de PTPRS à des proteoglycanes 

heparanes sulfates inhibe l’activation des pDCs, ce qui en ferait un mécanisme de contrôle, dépendant 

de l’intégrité de la matrice extracellulaire (Bunin et al., 2015). La régulation négative des pDCs est 

indispensable à leurs fonctions, comme illustré par le récepteur BDCA-2, spécifique des pDCs et 

impliqué dans des mécanismes d’inhibition. L’étude de ces mécanismes pourrait permettre le 

développement de cibles thérapeutiques pour l’inhibition de l’activation des pDCs dans le cas de 

maladies auto immunes ou de cancers. Enfin la régulation des pDCs passe également par leur apoptose 

massive, suite à leur activation, en raison de l’IFN-I produit (Swiecki et al., 2011). 

III. ii. iii. Dérèglement de la réponse des cellules dendritiques dans l’auto-

immunité  

Les pDCs étant le principal type cellulaire producteur d’IFN-I, leur rôle dans les maladies auto 

immunes a vite été proposé. Ainsi une activité excessive des pDCs est retrouvée dans des maladies 

auto immunes ou inflammatoires. C’est notamment le cas dans le diabète de type 1 où une infiltration 

de pDCs dans les ilots pancréatiques chez des souris NOD a été observée. La déplétion génétique des 

pDCs dans ce même model murin améliorait significativement l’incidence du diabète (Hansen et al., 

2015). L’exemple type d’implication des pDCs dans l’auto-immunité est celui du Lupus Erythémateux 

Disséminé (SLE), même si les signaux initiateurs responsables de l’hyperactivation des pDCs, et le 

mode de reconnaissance restent encore à être déterminés (Sisirak et al., 2014). SLE est une maladie 

systémique induite par la formation d’auto-anticorps relargués au moment de la mort cellulaire et 

reconnaissant les acides nucléiques, ou des protéines liées aux acides nucléiques, formant des 

complexes immuns capables d’activer les pDCs (Panda et al., 2017). Dans sa forme clinique, il a été 

rapporté que le SLE était associé avec une réduction du nombre de pDCs en périphérie et leur 

accumulation simultanée dans les tissus concernés (Blomberg et al., 2001). 
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IV. Les contacts cellulaires 

IV. i. La synapse immunologique 

Les lymphocytes T sont capables de former des contacts cellulaires avec des cellules présentatrices 

d’antigène (APC) par la formation d’une synapse immunologique (IS). Celle-ci est également 

retrouvée entre un lymphocyte T cytotoxique (CTL) et une cellule cible, généralement infectée. Cette 

synapse étant la plus détaillée, c’est elle qui nous servira d’exemple pour illustrer cette notion de 

contact cellulaire. Cependant il faut préciser l’existence d’autres types de synapses immunologiques, 

comme celles observées entre une cellule Natural Killer (NK) et une cellule cible ou encore entre un 

lymphocyte B et une APC.  

IV. i. i. Structure et dynamique de la synapse immunologique 

Les interactions cellules-cellules et en particulier la IS sont des interfaces dynamiques qui subissent 

de nombreux changements au court de leur formation. Celle-ci se compose de plusieurs clusters 

d’activation supramoléculaires (SMACs) sous forme d’anneaux concentriques (Figure 5). Au centre 

on retrouve le SMAC central (cSMAC) contenant le TCR (T cell receptor), reconnaissant le péptide 

présenté par le MHC (major histocompatibility complex), et ses protéines de signalisation associées. 

Le SMAC périphérique (pSMAC) enrichie en molécules d’adhésion, notamment l’intégrine αLβ2 aussi 

appelée LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1) vient entourer le cSMAC. Enfin le SMAC 

distal (dSMAC) constitué d’un anneau dense d’actine filamenteux (F-actine) englobe le tout. La mise 

en place de cette architecture particulière est permise par la polymérisation d’actine et la contractilité 

associée à la myosine au niveau du front de migration. En effet, lorsque ce front de migration entre en 

contact avec la cellule cible, on observe la naissance d’un flux d’actine rétrograde au niveau du 

dSMAC qui entraine les clusters de récepteurs d’antigènes et les intégrines vers le centre du contact 

(Hammer and Burkhardt, 2013; Le Floc’h and Huse, 2015). Les lymphocytes sont également capables 

de former des protrusions afin d’augmenter la surface de contact avec les APCs (Sage et al., 2012). 

Enfin il est important de comprendre que tous ces mouvements génèrent des forces mécaniques au 

niveau de l’interface cellule-cellule, capables de moduler la fonction et l’organisation structurale de 

nombreux récepteurs et molécules d’adhésion à la surface des lymphocytes, l’application des forces 

dérivées du cytosquelette jouant un rôle crucial dans cette régulation.   
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IV. i. ii. Importance de l’actine dans la synapse immunologique 

Les cellules sont capables de générer des réseaux d’actine via deux mécanismes impliquant le 

complexe de nucléation Arp2/3 et les formines. Arp2/3 est un complexe qui, après liaison avec un 

filament d’actine existant (le filament mère), est capable de nucléariser une branche (filament fille) qui 

va grandir au côté du filament mère, donnant naissance à une architecture arborescente. Il existe deux 

facteurs majeurs de nucléation pour Arp2/3 : WASp (Wiskott–Aldrich Syndrome protein) et WAVE 

(WASP-family Verprolin-homologous protein), deux molécules intrinsèquement inactives dans le 

cytosol. De nombreuses molécules associées à la membrane plasmique comme CdC42, le 

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) ou la protéine adaptatrice Nck synérgisent pour recruter, 

déplier et activer WASp, promouvant ainsi la nucléation d’actine à la membrane plasmique. De son 

côté, WAVE est associée à un complexe de 4 protéines appelé WCR (WAVE Regulatory complexe). 

La liaison du WCR à PIP3 et aux Rac-GTP au niveau de la membrane plasmique va altérer la 

conformation du WCR et permettre la nucléation d’actine par le complexe Arp2/3. Il existe différents 

réseaux d’actine à la IS, chacun caractéristique et représentatif d’un cluster (Figure 5).  

 

Figure 5 : Représentation des quatre réseaux d’actine présent à la synapse immunologique  

On retrouve au niveau de la synapse immunologique (IS) mature 3 clusters d’activation supramoléculaire (SMAC) que 

sont : le SMAC central (cSMAC) constitué d’un réseau hypodense d’actine – le SMAC périphérique (pSMAC) constitué 

d’arcs d’acto-myosine – le SMAC distal (dSMAC) constitué d’actine « branchée » ou « ramifiée ». Des focci d’actine sont 

retrouvés dans le dSMAC et pSMAC (Hammer et al., 2019a). 
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Le plus important réseau d’actine est celui de l’anneau formant le dSMAC, qui se forme rapidement 

après le début du contact. Celui-ci est composé presque exclusivement d’un réseau d’actine « en 

branche », crée par le complexe Arp2/3 localisé tout le long de la bordure extérieure de la IS. Un 

deuxième réseau d’acto-myosine constitué d’actine « en arc » enrichie en NM-2 (non muscular 

myosin-2), un acteur majeur de la machinerie de contraction présent dans toutes les cellules non 

musculaires, est retrouvé au niveau du pSMAC. Enfin au centre de la IS, se trouve une zone de très 

faible densité de F-actine comparée aux réseaux d’actine présents dans le dSMAC ou le pSMAC. Des 

petits foci d’actines créés par le complexe Arp2/3 en conjonction avec WASP sont également retrouvés 

au travers du dSMAC et du pSMAC mais ne représentent qu’une faible fraction de la F-actine. Les 

structures d’actine et d’acto-myosine à la IS accomplissent 4 fonctions majeurs (Hammer et al., 

2019b): 

(1) Favoriser l’assemblage de microclusters des TCR (T cell receptor) pour permettre leurs 

signalisations. 

(2) Assurer le transport rétrograde, de l’extérieur vers le centre de la IS, des microclusters de TCR 

préalablement assemblés pour permettre la maturation de la IS. 

(3) Favoriser l’activation des intégrines et leurs localisations pour permettre l’attachement des 

lymphocytes T. 

(4) Contrôler et faciliter les fonctions effectrices majeures des lymphocytes T, comme la sécrétion 

polarisée. 

Dans le cas de la IS, les microclusters de TCR sont assemblés avec le réseau branché d’actine dans la 

dSMAC et peuvent s’élargir au fur et à mesure de leur progression vers le pSMAC. En effet l’activation 

du TCR au niveau du dSMAC active la kinase PI3K (Phosphatidylinositol 3 kinase), entrainant la 

conversion de PIP2 en PIP3 au niveau de la membrane plasmique. PIP3 recrute ensuite Raf GEF 

DOCK2 qui va augmenter le niveau d’activation des Rac-GTP à la membrane. La liaison du WCR à 

PIP3 et aux Rac-GTP lui permet de promouvoir la nucléation d’actine par le complexe Arp2/3 au 

niveau de la membrane plasmique au niveau des bords extérieurs de la IS conduisant un flux d’actine 

rétrograde. Une perturbation globale de la F-actine par la latrunculine, un inhibiteur de la 

polymérisation, va fortement diminuer la formation de ces microclusters, et par conséquent l’activation 

des lymphocytes T (Le Floc’h and Huse, 2015). De manière intéressante, la signalisation des 

microclusters de TCR s’opère de manière robuste lors de leur transit du dSMAC au pSMAC, mais 

s’arrête lorsqu'ils atteignent le cSMAC en raison de leur dissociation avec des molécules adaptatrices 
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clés (Varma et al., 2006). Simplement en stoppant le flux de polymérisation des branchements d’actine 

dans le dSMAC par l’utilisation d’un inhibiteur d’Arp2/3 (CK-666),  la signalisation du TCR est 

impactée (Yi et al., 2012). Des effets similaires ont été observés après avoir stoppé le flux rétrograde 

dépendant de la NM-2, au niveau de la pSMAC par l’utilisation d’un inhibiteur spécifique, la 

blebbistatine (Murugesan et al., 2016). 

IV. i. iii. Transfert polarisé au niveau de la synapse immunologique 

Une fonction effectrice de la IS est la sécrétion polarisée de granules lytiques (LG) du lymphocyte T 

cytotoxique (CTL) vers la cellule cible à éliminer. Cette sécrétion s’opère au niveau du cSMAC, 

généralement après l’établissement de l’anneau d’intégrine au niveau du pSMAC, et après le 

repositionnement du centrosome et des microtubules associés au niveau de la membrane plasmique du 

cSMAC (Stinchcombe et al., 2006). Cet évènement sert de point d’ancrage à une sécrétion polarisée 

des LGs de la CTL vers sa cellule cible. Des observations par microscopie en super-résolution ont mis 

en évidence un fin maillage d’actine au niveau de la zone de contact entre la CTL et la cellule cible, 

permettant au cSMAC mature de laisser passer les LGs (Carisey et al., 2018; Ritter et al., 2015). Le 

passage des LGs au travers de ce maillage serait régulé par la taille des pores, dont l’élargissement ou 

la rétractation serait médiée par la NM-2 et les microfilaments d’actine.  

L’actine corticale a toujours été pensée comme une barrière à la sécrétion des vésicules, dont les 

cellules doivent se débarrasser afin de permettre aux vésicules de fusionner avec la membrane 

plasmique (Ritter et al., 2017) . En effet, la forte densité d’actine corticale initialement présente au site 

de contact entre la CTL et la cellule cible disparait au niveau du cSMAC, laissant place à un fin 

maillage d’actine au centre de la synapse mature. Le relargage des LGs au niveau du cSMAC est 

d’ailleurs suivit par une augmentation de l’assemblage d’actine, précédé par PIP2, et qui sert à 

restreindre leurs sécrétions (Ritter et al., 2017). En effet à la fois le renforcement  ou la diminution de 

la nucléation d’actine au niveau de la membrane plasmique, est corrélée avec la présence ou l’absence 

de PIP2 (Ritter et al., 2017). Ce dernier étant un régulateur important des dynamiques du cytosquelette 

d’actine et servant à la fois pour le recrutement d’intermédiaire de signalisation, et de molécules 

effectrices modulant leurs localisations et leurs activités. Ainsi, des réarrangements à l’échelle du 

nanomètre permis par la dynamique des filaments d’actine et la contractilité de la myosine seraient en 

mesure de réguler la sécrétion des LGs. De plus, il serait également probable que cette fine couche du 

réseau d’actine soit un acteur clé de la régulation de l’internalisation (Cemerski et al., 2008). 
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IV. i. iv. Lien avec les cellules dendritiques plasmacytoides 

Comme indiqué précédemment, les pDCs sont capables de détecter une infection virale par contact 

physique direct avec la cellule infectée. Dans ce contexte, le cytosquelette d’actine y joue un rôle 

central en se polarisant spécifiquement à la jonction entre la pDC et la cellule infectée, formant ainsi 

une base structurale nécessaire aux transferts des signaux activateurs (Décembre et al., 2014a).  Le 

recrutement de clathrine au niveau de la zone de contact témoigne également d’un transfert vésiculaire 

contenant les génomes viraux entre la cellule infectée et la pDC (Décembre et al., 2014a).  

Comme pour les lymphocytes T, la reconnaissance par contact des cellules infectées par les pDCs n’est 

pas anodine et présente de nombreux avantages. Tout d’abord elle permettrait à la pDC de détecter le 

virus durant sa phase de réplication intracellulaire plutôt que durant le court moment de transit 

extracellulaire. En effet la reconnaissance d’un virus « libre », même à des MOI (Multiplicity of 

Infection) importantes est moins efficace que la reconnaissance de cellules infectées par le même virus 

(Frenz et al., 2014). De plus elle permet la détection de virus possédant un tropisme restreint, en 

permettant une réponse localisée au niveau des tissus infectés. Il s’agit ici d’un moyen unique de 

surveillance du compartiment intracellulaire.  
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IV. ii. Rôle fonctionnelle et régulation des intégrines dans la synapse 

immunologique 

IV. ii. i. Activation et positionnement des intégrines 

Les intégrines sont des récepteurs mécano-sensibles dont les membres sont des héterodimères 

composés d’une sous-unité α et β, chacune contenant un long domaine extracellulaire, une hélice 

transmembranaire et une courte queue intracellulaire (Luo et al., 2007). Il existe 18 sous-unités α et 8 

sous-unités β, donnant naissance à 24 combinaisons αβ identifiées à ce jour chez les mammifères. Par 

exemple l’intégrine αLβ2 (LFA-1) est la combinaison d’une sous-unité αL, également appelée CD11a 

ou ITGAL et d’une sous-unité β2 ou CD18 (Figure 6).  

 

Figure 6 : Les différentes conformations de l’intégrine αLβ2 ou LFA-1 

Il existe trois conformations de l’intégrine αLβ2 en fonction de son affinité de liaison avec son ligand ICAM-I (intercellular 

Adhesion Molecule 1): La forme de faible affinité (low affinity) où les régions extracellulaires des sous-unités α et β 

possèdent leur configuration « fermée-courbée ». La forme d’affinité intermédiaire (intermediate affinity), de configuration 

« fermée-étendue » expose l’extrémité supérieur de la sous-unité α (Head piece), contenant le domaine-αI (αI domain) de 

liaison à ICAM-I ainsi que l’épitope KIM127. Dans sa force de haute affinité « high affinity », les deux sous-unités 

s’écartent donnant cette conformation « ouverte-étendue » où l’inclinaison du domaine transmembranaire de la sous-unité 

β ouvre d’avantage le domaine-αI en exposant l’épitope 24. Cette forme de haute affinité n’est présente que transitoirement, 

sauf en cas de stabilisation par liaison avec son ligand (Hogg et al., 2011). 
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Les intégrines sont capables de se lier à la fois à des composants de la matrice extracellulaire ou à des 

molécules d’adhésion présentes à la surface d’autres cellules. Leur affinité d’interaction à leur ligand 

est régulée par des changements de conformation. Dans leur état de repos, les intégrines maintiennent 

une forme repliée, de faible affinité ou le site de liaison au ligand est dirigé vers la base de la structure 

(Figure 6). Une signalisation « inside out », c’est-à-dire dirigée de l’intérieur vers l’extérieur de la 

cellule,  peut étendre cette conformation inhibitrice en assemblant des complexes protéiques au niveau 

de la queue cytoplasmique des sous-unités α et β (Kim et al., 2011). Ces complexes contiennent des 

protéines adaptatrices du cytosquelette comme taline et RIAM (Rap1-GTP-interacting adaptor 

molecule) qui induisent un changement de conformation permettant l’extension du domaine 

extracellulaire de l’intégrine vers une forme étendue de plus forte affinité (Figure 7).  

L’attachement d’un CTL à une cellule cible lors de la formation de la IS est largement médiée par la 

liaison entre l’intégrine αLβ2 exprimée à la surface du lymphocyte et son ligand ICAM-I, (intercellular 

Adhesion Molecule 1) exprimé à la surface de la cellule cible (Le Floc’h and Huse, 2015). Cette 

interaction à lieux grâce au domaine-αI, situé à l’extrémité du domaine extracellulaire de la sous-unité 

αL. Dans les synapses matures, l’intégrine αLβ2 est principalement retrouvée au niveau du pSMAC, 

et plus particulièrement à la jonction entre la pSMAC et le cSMAC (Yi et al., 2012). Cette organisation 

permet la mise en place d’un anneau adhésif entourant le cSMAC. La création de ce « joint », couplé 

au repositionnement de la machinerie de sécrétion des CTLs en direction dans la cellule cible, va venir 

limiter les fonctions effectrices des CTLs. Tout comme le mouvement concentrique des clusters de 

TCR, les mouvements des clusters d’intégrines dépendent du flux du réseau d’actine « branché » et 

des arcs d’acto-myosine. Cependant, les complexes intégrines αLβ2/ICAM-I seront exclus de la 

cSMAC en raison de la taille trop large de leur domaine extracellulaire, contrairement à celui du 

complexe TCR/pMHC (peptide-MHC), agrégé à la cSMAC (Hartman et al., 2009). De plus les arcs 

d’acto-myosine qui tirent sur l’intégrine αLβ2 pour maintenir la signalisation « inside-out », se 

détachent à la frontière entre le pSMAC et le cSMAC, entrainant la perte de tension exercée sur 

l’intégrine à l’origine d’un découplage du complexe  intégrine αLβ2/ICAM-I par diminution d’affinité 

(Hammer et al., 2019b). Dans le contexte des CTLs,  il a été montré que le flux rétrograde d’actine 

était en grande partie responsable de l’activation de l’intégrine αLβ2 et que la NM-2 n’y jouait qu’un 

rôle mineur (Comrie and Burkhardt, 2016). Cependant, la stabilité des conjugués entre le CTL et sa 

cellule cible semble grandement réduite lors de l’inhibition de la NM-2, tout comme par le blocage 

des arcs riches en acto-myosine localisés dans le pSMAC par l’utilisation d’un inhibiteur spécifique, 

le SMIFH2.  
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La NM-2 contribuant également à l’adhésion des lymphocytes T dépendante de l’intégrine αLβ2. 

Comment déterminer la force de contact ?  

La force de contact d’une cellule exprimant des intégrines peut être exprimée comme étant la force 

critique requise pour la séparer d’une surface recouverte du ligand associé. Cette force est à la fois 

dépendante du nombre de molécules d’intégrine liées au ligand, de l’affinité des intégrines (définie 

comme la force requise pour rompre une unique interaction intégrine-ligand) ainsi que de la surface 

de contact. Alors que l’avidité des intégrines peut être modulée par des changements d’affinité et de 

densité de l’intégrine, il est important de garder en tête la notion d’air de contact, car celle-ci peut 

varier en fonction des morphologies cellulaires. C’est d’ailleurs une des raisons pour laquelle les 

cellules en contact peuvent avoir recours à des protrusions qui augmentent la zone de contact. (Kinashi, 

2005). 

IV. ii. ii. Activation des intégrines dans la synapse immunologique 

L’association entre l’intégrine αLβ2 et ICAM-I requiert que l’intégrine αLβ2 se présente sous sa forme 

de haute affinité, c’est-à-dire sous sa forme dite « ouverte-étendue » exposant complètement le 

domaine α-I.  (Springer and Dustin, 2012). Le passage de l’intégrine de sa forme de faible affinité, 

« fermée-repliée », à sa forme de haute affinité nécessite différentes étapes (Figure 7). Tout d’abord, 

l’activation du TCR déclenche un processus de signalisation « inside-out », pour permettre le 

recrutement du complexe Rap1-RIAM au niveau de la queue cytoplasmique de l’intégrine αLβ2 

(Lagarrigue et al., 2016). Dans un second temps, le complexe Rap1-RIAM favorise le recrutement, le 

dépliage, et l’activation de la protéine taline, pour permettre son interaction avec la queue 

cytoplasmique de la sous-unité β2 de. L’interaction directe entre Rap1 et taline a également été 

proposée pour déclencher l’activation des intégrines (Zhu et al., 2017).  

En parallèle la protéine adaptatrice kindline est également recrutée au niveau de la queue 

cytoplasmique de l’intégrine. Cependant, contrairement à taline qui aurait un rôle de transmission de 

la force mécanique aux intégrines, kindline serait plus à même de stabiliser l’adhésion. Celle-ci 

fonctionne comme le centre de l’interaction entre différentes protéines en recrutant la pseudo kinase 

PINCH ou LIMS1, paxilline et le complexe Arp2/3 aux intégrines. PIP2 a également été impliqué dans 

l’activation et le clustering des intégrines en venant s’associer directement à taline et vinculine, 

permettant son activation et son recrutement au niveau de la membrane plasmique. Une délétion 
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spécifique de PIP5K1, la kinase responsable de la synthèse de PIP2 à partir de PI4P, entraine une 

diminution importante du recrutement de taline à la membrane plasmique et au niveau des sites 

d’adhésion (Thompson et al., 2017; Ye et al., 2016). L’interaction entre taline et l’intégrine αLβ2 

permet sa transition vers une forme d’affinité intermédiaire, « fermée-étendue ». Une force 

perpendiculaire à la membrane plasmique sur la queue cytoplasmique de la sous-unité β2 de l’intégrine 

permettra « d’ouvrir » la forme d’affinité intermédiaire. Cette force est dirigée par un flux d’actine 

corticale localisée sous la membrane plasmique, dont la protéine taline assure la connexion (Comrie 

and Burkhardt, 2016). 

 

Figure 7 : Modèle d’activation de l’intégrine αLβ2 ou LFA-1 

Après l’activation du récepteur des cellules T (TCR) et la cascade de signalisation associée, taline est recrutée à la 

membrane plasmique par interaction avec PIP2 et le complexe Rap1-RIAM. Taline activée va interagir avec la queue 

cytoplasmique de la sous-unité β2 de l’intégrine pour induire son extension vers sa forme d’affinité intermédiaire (Inside 

out signaling). Cette dernière lui permet d’interagir avec son ligand ICAM-I.  Dans le même temps, taline lie la sous-unité 

β2 de l’intégrine avec le cytosquelette d’actine. La force de traction alors exercée par le cytosquelette d’actine sur 

l’intégrine (Outside in signaling) induit sa forme de haute affinité. Des régulateurs du cytosquelette incluant Arp2/3, 

kindline sont alors recrutés, permettant une stabilisation du complexe intégrine αLβ2/ICAM-I. (Hogg et al., 2011; Patsoukis 

et al., 2017). 
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Néanmoins même si la conformation « fermée-étendue » de l’intégrine αLβ2 est capable de lier son 

ligand, son affinité n’est pas maximale. Pour arriver à sa forme de haute affinité, une force de traction 

doit être appliquée au complexe intégrine-ligand. Cette force ouvre d’avantage l’intégrine et expose 

son site de liaison de haute affinité au ligand (environ 100 fois supérieur à la forme d’affinité 

intermédiaire). Une fois sa forme de haute affinité atteinte, le complexe intégrine-ligand peut recruter 

de nombreux régulateurs du cytosquelette comme kindline, le complexe Arp2/3, vinculine, les 

formines, la famille de kinase Src ou FAK qui vont à leur tour renforcer la connexion entre taline et le 

système d’acto-myosine pour consolider la force de transduction des intégrines. Cela se traduit par un 

puissant signal « outside-in », c’est-à-dire venant de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule, qui peut 

réorganiser le cytosquelette en points d’adhésion focaux (Legate et al., 2009).  

Ces signaux ont également de profonds effets sur la survie cellulaire, la prolifération et la 

différenciation. Dans la IS, l’intégrine αLβ2 est critique pour l’adhésion mais également pour la 

transduction de signaux costimulateurs qui contribuent à l’activation du lymphocyte T. L’intégrine 

αLβ2 engage ICAM-I à la surface de la cellule cible durant les étapes initiales de migration cellulaire 

avant d’être relocalisé au centre de la IS par un flux de F-actine rétrograde ou elles s’accumulent dans 

la pSMAC (Yi et al., 2012). Il a été observé que différentes formes de la protéine occupaient des 

régions distinctes de la IS, avec la forme de plus haute affinité résident plus centralement (Comrie et 

al., 2015a) et que l’arrêt de la F-actine réduisait l’accumulation de l’intégrine αLβ2 sous sa forme de 

haute affinité. Ainsi, l’activation des intégrines à la IS dépend des forces imposées par les dynamiques 

du cytosquelette. De manière intéressante, la force d’activation exercée sur la queue cytoplasmique de 

la sous-unité β2 de l’intégrine par le flux d’actine cortical est augmentée, si la molécule ICAM-I à 

laquelle l’intégrine αLβ2 se lie est immobilisée. Cela a directement été mesuré par l’expression de la 

forme de haute affinité de l’intégrine αLβ2 à la surface du lymphocyte T liées à des APC, dans 

lesquelles la mobilité d’ICAM-I était réduite (Comrie et al., 2015b). 

IV. ii. iii. Rôle des intégrines dans la migration et leurs régulations par les 

chémokines 

La stimulation des lymphocytes par les chemokines génère une polarité cellulaire. Au travers de la 

polarisation d’actine se forme un front de migration et par contraction de l’acto-myosine un uropode. 

Ces évènements coordonnent un cycle dépendant des intégrines d’attachement au niveau du front de 

migration et de détachement à l’arrière des cellules (Sanchez-Madrid, 1999). Par exemple, durant leurs 

entrées dans les ganglions lymphatiques périphériques, les cellules T naïves interagissent avec les 
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veinules à endothélium épais (HEV) suivant un procédé qui met en jeu une première phase de 

roulement et d’attachement, puis une phase de ferme adhésion suivit de la diapédèse. La phase de 

roulement est permise par l’expression de L-selectine (CD62L) avec seulement une faible contribution 

de la part de l’intégrine αLβ2. En revanche l’intégrine joue un rôle prépondérant dans l’adhésion 

soutenue des lymphocytes aux HEV des ganglions lymphatiques et des plaques de Peyers. Les 

chémokines localisées sur la surface apicale de l’endothélium comme CCL21, CXCL12 et CXCL13 

augmentent rapidement l’affinité et la densité des intégrines, entrainant l’arrêt des lymphocytes (Alon 

and Feigelson, 2002). Notamment, la stimulation de cellules T primaires avec des chémokines stimule 

la mobilité latérale de l’intégrine αLβ2, induisant la formation rapide de clusters à l’origine d’une 

augmentation de l’adhésion cellulaire même à de faible densité d’ICAM-I (Montresor et al., 2012). 

Alors que l’apparition de la forme de haute affinité de l’intégrine αLβ2 permet l’arrêt des lymphocytes 

dans des conditions de hautes et faibles densités d’ICAM-I, sa mobilité latérale n’est critique que dans 

des conditions de faible densité. De manière intéressante, une étude a montré que seul les chémokines 

immobilisées sur l’endothélium ou une surface recouverte par ICAM-I, et pas des chémokines 

solubles, permettaient aux lymphocytes de s’arrêter en dépit des contraintes d’écoulement, en induisant 

le changement de conformation de l’intégrine αLβ2 vers sa forme d’affinité intermédiaire (Shamri et 

al., 2005).  

La mobilité latérale de l’intégrine αLβ2 induite par les chémokines est contrôlée par la voie de 

signalisation PI3K. La petite GTPase RAP1 est activée, entre autres, par les chémokines CCL21 et 

CXCL12 et augmente l’affinité de l’intégrine αLβ2 ainsi que la polarisation des clusters (Katagiri et 

al., 2000). Il a également été montré que des mutants constitutivement actif de RAP1 induisaient une 

augmentation de l’affinité de l’intégrine αLβ2, ainsi que de sa densité, à la surface des lignées 

cellulaires lymphoïdes et des cellules T primaires (Sebzda et al., 2002), indiquant que RAP1 possède 

un rôle important dans la voie de signalisation « inside-out » déclenchée par les chemokines. De 

manière similaire, RAPL (Regulator for cell Adhesion and Polarization enriched in Lymphoid tissues) 

qui s’associe avec RAP1-GTP après stimulation des lymphocytes par CXCL12 ou la signalisation 

croisée du TCR, est associée avec une affinité et une densité accrue de l’intégrine αLβ2 (Katagiri et 

al., 2003). Une autre protéine de liaison à RAP1, RIAM (RAP1-interacting adaptor molecule) induit 

un changement de conformation des intégrines, et augmente la migration cellulaire ainsi que l’adhésion 

à ICAM-I. Les cellules régulées négativement pour RIAM voient leur niveau de polymérisation 

d’actine et une adhésion dépendante de RAP1 diminuée. Ainsi les chémokines utilisent de multiples 

voies de signalisation pour permettre l’arrêt des lymphocytes grâce aux intégrines, jouant à la fois sur 
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leur mobilité latérale rapide, facilitant leur rencontre avec des ligands immobilisés, et leur affinité. 

Tout ce processus est très rapide et a lieu dans la seconde au niveau du site de restriction. C’est 

pourquoi il nécessite une coopération étroite entre les voix de signalisation « inside-out » et « outside-

in » dans les conditions physiologiques (Montresor et al., 2012). 

L’adhésion médiée par l’intégrine αLβ2 est également régulée par son recyclage intracellulaire, les 

cycles d’accumulation et de dissociation des intégrines étant cruciaux pour permettre la migration 

cellulaire. Son endocytose est principalement médiée par des mécanismes indépendants de la clathrine 

(Fabbri et al., 2005). Après son internalisation, l’intégrine αLβ2 peut suivre la voie d’exocytose directe, 

via des endosomes précoces ou la voie de recyclage périnucléaire. De plus l’intégrine αLβ2 peut 

également utiliser une voie de signalisation dépendante de Rab13, pour faciliter son adressage au 

niveau du front de migration des lymphocytes T.  La protéine RAPL, un régulateur de l’adhésion 

cellulaire et de la polarisation, peut se lier à RAP1. Le complexe ainsi formé semble à la fois impliqué 

dans la régulation du transport de l’intégrine αLβ2 à la membrane, ainsi que dans le renforcement des 

interactions entre l’intégrine αLβ2 et ICAM-I, en augmentant l’affinité de l’intégrine. Un défaut de 

recyclage de l’intégrine αLβ2 par l’inhibition de Rab13 empêche l’activation des cellules T (Nishikimi 

et al., 2014). Néanmoins le rôle précis de chaque voie de recyclage dans la relocalisation et l’action de 

l’intégrine αLβ2 restent encore à approfondir.  
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V. Les modèles viraux  

V. i. Le virus de la Dengue 

Le virus de la dengue (DENV) est un arbovirus transmis par la piqûre de moustiques du genre Aedes, 

principalement A. aegypti, dont on estime à 390 millions le nombre de personnes infectées chaque 

année. DENV se divise en 4 sérotypes distincts (1, 2, 3 et 4), chacun se différenciant des autres par un 

écart de 25 à 40% dans sa séquence d’acide aminé. Tous ces sérotypes sont retrouvés à travers le 

monde, notamment dans les régions tropicales et subtropicales ; DENV-2 étant identifié comme étant 

le plus virulent (Yung et al., 2015). 

Bien que la plupart des infections par DENV soient asymptomatiques (environ 75%), elles résultent 

également en un large spectre de signes cliniques s’étalant de la « dengue classique », similaire à la 

grippe, à des cas beaucoup plus sévères de « dengue hémorragique » où de « syndrome de choc » 

pouvant entrainer la mort. Une primo-infection par un sérotype de DENV confère une protection 

durable contre ce même sérotype, alors qu’une seconde infection par un sérotype hétérologue est le 

facteur de risque le plus important couplé à l’apparition des formes sévères de la maladie (Recker 

Mario et al., 2009).  La dengue est aujourd’hui considérée comme une maladie réémergente et un 

problème de santé publique majeur, étant donné qu’elle est la première cause de maladie transmise par 

les arthropodes dans le monde. En effet avec la globalisation de l’économie, l’augmentation des 

échanges des biens et des personnes, elle tend à gagner de nouvelles zones géographiques, infectant 

chaque année des êtres humains dans plus de 100 pays différents et menaçant près de 3.6 milliards de 

personnes (Bhatt et al., 2013). Ces dernières années ont d’ailleurs été le théâtre de la colonisation du 

virus vers les zones tempérées où, en 2010, à Nice les deux premiers cas autochtones de dengue ont 

été détectés. En 2012 plus de 2000 cas de dengue ont été recensés sur l’archipel de Madère au Portugal 

(Auerswald et al., 2019). On peut également souligner le premier cas de dengue autochtone dans le 

département du Rhône, identifié le 23 Septembre 2019 par l’ARS (agence régional de santé).  En plus 

de son impact sur la santé publique, les épidémies de DENV ont un impact massif sur l’économie des 

pays touchés. En effet, une étude d’Amérique latine a évalué à un milliard de dollars le coût annuel de 

l’infection par la dengue dans les pays d’Asie du Sud Est, dont une partie importante était due à une 

perte de productivité (Shepard et al., 2013).  

La nature du récepteur cellulaire ainsi que les mécanismes d’entrée de DENV dans les cellules 

humaines restent encore mal compris. De nombreux récepteurs ont été proposés pour permettre ou 
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faciliter l’entrée du virus, comme les héparanes sulfates, la neolactotetraosylceramide (nLc4Cer), les 

récepteurs au mannose, les laminines, DC-SIGN,  CD14, HSP70/90 ou encore GRP78 (Cruz-Oliveira 

et al., 2015). Cela suggère que DENV est capable d’utiliser différentes combinaisons de récepteurs 

pour entrer dans différents types cellulaires, les cellules permissives au virus étant les cellules 

dendritiques (DCs), les cellules endothéliales, les fibroblastes, les kératinocytes, les macrophages, les 

mastocytes ainsi que les monocytes (Garcia et al., 2017).  

DENV est un virion sphérique d’environ 50 nm appartenant au genre Flavivirus, de la famille des 

Flaviviridae. Il possède une capside icosaédrique enveloppée d’environ 30 à 40 nm de diamètre. Son 

génome est constitué d’un ssRNA de polarité positive (ssRNA +) de 10.7kb. Celui-ci est caractérisé 

par une coiffe en 5’contenant une région 2’-O-methylée, un unique cadre ouvert de lecture et une 

absence de queue poly A en 3’. Après pénétration de la nucléocapside dans le cytoplasme, l’ARN 

génomique est traduit en une unique polyprotéine au niveau du réticulum endoplasmique granuleux 

(RER) qui est ensuite clivée par des protéases virales (NS3) et cellulaires. Son clivage donne naissance 

à 3 protéines de structure : la capside (C), responsable de la reconnaissance de l’ARN viral et de 

l’assemblage du virus, la protéine de membrane immature (preM) empêchant la fusion du virus 

immature et la glycoprotéine d’enveloppe (E) permettant l’interaction du virus avec ses récepteurs 

cellulaires et son entrée dans la cellule cible ; ainsi que 7 protéines non structurales (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5) impliquées dans la régulation de la synthèse protéique, la 

réplication virale, la pathogénèse du virus, ainsi que dans le control des réponses antivirales de l’hôte.  

Les brins de ssRNA de polarité négatifs (ARNsb -) sont synthétisés et servent de matrice à la 

génération de nouveaux brins de ssRNA + dans des vésicules formées à partir d’invaginations de la 

membrane du réticulum endoplasmique (ER), appelées usines virales. Après réplication, le ssRNA + 

viral s’associe avec la protéine C pour bourgeonner dans la lumière du ER, et acquérir une membrane 

lipidique contenant les hétéromères préalablement enchâssés des protéines E et prM.  Ces particules 

immatures sont ensuite transportées le long des voies de sécrétion cellulaire pour subir une étape de 

maturation par clivage de la protéine prM via la furine au niveau du trans-Golgi. Le virion mature est 

enfin relargué dans le milieu extracellulaire par exocytose. 

V. ii. Le virus de l’hépatite C 

Environ 170 millions de personnes sont chroniquement infectées par le virus de l’hépatite C (HCV) à 

travers le monde. HCV est transmis par contact percutané avec du sang contaminé. Il infecte 
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principalement le foie où il établit une infection chronique chez 80% des individus, à risque pour le 

développement de cirrhoses ou de cancers du foie. Le développement récent des DAAs (direct-acting 

antiviral agents) a permis d’augmenter le taux de rémission des patients infectés à plus de 90% (Gogela 

et al., 2015) . Néanmoins, même si les moyens de dépistage mis en œuvre dans les pays développés 

ont drastiquement réduit le risque d’infection par les produits dérivés du sang, la transmission de HCV 

reste élevée dans les pays peu développés. En effet, des moyens de dépistage insuffisants, les prix 

importants des traitements et leurs faibles accessibilités, sont autant de barrières quant à l’éradication 

de la maladie (Dore and Feld, 2015). Aucun vaccin n’est à ce jour disponible pour HCV.  

HCV est un virus enveloppé appartenant à la famille des Flaviviridae du genre Hepacivirus. Son 

génome, constitué d’un ssRNA + de 9.6 kb, ne possède ni de coiffe en 5’ ni de queue poly A en 3’. Sa 

traduction se fait via un unique site d’entré ribosomique interne (IRES) qui permet de contourner 

l’absence de coiffe. Son génome code pour une unique polyprotéine, maturée de manière co- et post 

traductionnelle par des protéases virales et cellulaires pour former 3 protéines structurales : la protéine 

core (C), formant la capside, et les protéines d’enveloppe E1 et E2 ; ainsi que 7 protéines non 

structurales (NS) : p7, NS2, NS3, NS4A, NS5A et NS5B. Après relargage de l’ARN viral dans le 

cytoplasme de la cellule infectée, celui-ci sert de matrice pour la traduction des différentes protéines 

virales. Les protéines virales NS nouvellement synthétisées (NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5b) 

forment un complexe de réplication avec l’ARN génomique au sein de membranes dérivées du ER ou 

la réplication s’opère par la génération de ssRNA - et de l’intermédiaire de réplication dsRNA. 

L’enveloppement des complexes de réplication dans les membranes péri-nucléaires, en plus de faciliter 

mécaniquement la catalyse de l’ARN polymérase, permet de protéger les ARNs viraux des PRRs de 

la cellule infectée. Le site de réplication principale de HCV est les hépatocytes, même si celui-ci est 

retrouvé dans de nombreux types cellulaires non permissifs. En effet sa réplication nécessite de 

nombreux facteurs spécifiques au foie comme miR-122 (Jopling, 2005). L’assemblage des particules 

virales est étroitement liée aux voies de synthèse des lipides et des lipoprotéines très actives au niveau 

des hépatocytes (Aizawa, 2015). En effet, la forme infectieuse de HCV s’associe avec des lipoprotéines 

de l’hôte et se sert des mécanismes de capture des lipoprotéines des hépatocytes pour les infecter.  

Etant un virus causant principalement des infections chroniques, il a développé de multiples stratégies 

pour inhiber l’induction de la réponse immunitaire innée, notamment la réponse IFN-I, ainsi que 

l’action antivirale de certains effecteurs innés. 
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V. iii. Les mécanismes d’évasion virale à la réponse interféron de type I  

Comme détaillé précédemment, la réponse IFN-I permet de limiter les infections virales par 

l’établissement d’un état non-permissif chez les cellules infectées et non infectées. Ainsi, de nombreux 

virus ont développés au court de leur évolution des stratégies pour échapper à cette réponse, qui peut 

varier de manière très importante entre différents virus ou même différentes souches. Ces différences 

peuvent résider dans la quantité de PAMPs viraux produit durant l’infection ou la phase de réplication 

virale, le type de cellule infectée, mais également la capacité du virus à inhiber la production ou la voie 

de signalisation d’IFN-I (Randall and Goodbourn, 2008). A ce jour, deux mécanismes d’inhibition de 

la production d’IFN-I chez les cellules infectées par DENV ont été décrit : une inhibition active, à 

travers l’altération des molécules de signalisation impliquées dans la voie IFN-I et une inhibition 

passive d’échappement aux PRRs, lui permettant de répliquer efficacement dans des cellules 

productrices d’IFN-I comme les DCs.  

V. iii. i. Inhibition de la production d’IFN de type I par DENV 

Comme un grand nombre de virus se répliquant dans le cytoplasme, DENV peut inhiber la réponse 

IFN-I en contournant la reconnaissance des récepteurs cellulaires. Celui-ci forme des vésicules 

intracellulaires dérivées du complexe endomembranaire du RE ressemblant à des organelles, dans 

lesquelles les protéines et le génome viral s’accumulent. Cela permet d’une part d’améliorer 

l’efficacité de la réplication virale tout en les protégeant des réponses de la cellule hôte. Des études 

ont ainsi montrées que des membres de la famille des Flaviviridae comme le virus West Nile (WNV), 

le virus de l’hépatite C (HCV) ou DENV étaient capables d’induire la formation de ces vésicules 

intracellulaires dans les cellules infectées (Fredericksen and Gale, 2006; Uchil and Satchidanandam, 

2003; Welsch et al., 2009). La protéine NS5 du virus permet la 2 ′-O-methylation en 5’ de l’ARN viral, 

empêchant sa reconnaissance par RIG-I (Chang et al., 2016). De manière spécifique, DENV utilise ses 

protéines NS pour bloquer ou inhiber la production d’IFN-I dans les cellules infectées. Ainsi la protéine 

NS3 bloque la translocation de RIG-I à la mitochondrie en se liant à la protéine chaperonne 14-3-3, 

empêchant ainsi sa voie de signalisation (Chan and Gack, 2016b). NS2b cible cGas, entrainant sa 

dégradation par les lysosomes de l’autophagie et prévenant la reconnaissance d’ADN mitochondrial 

(Aguirre et al., 2017). NS4b de son côté promeut l’élongation des mitochondries en inactivant le 

facteur de fission mitochondrial associé à DRP1 (dynamin-related protein 1) et ainsi altérant la 

formation des MAMs (mitochondria-associated membranes) nécessaire à la signalisation de RIG-I 
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(Chatel-Chaix et al., 2016). DENV inhibe aussi la production d’IFN-I via l’activité catalytique de sa 

protéase virale NS2B/NS3, en dégradant STING (Aguirre et al., 2012). De manière intéressante, cette 

interaction n’a pas été observée chez la souris dont l’homologue n’est alors pas dégradé et capable de 

contrôler la réplication du virus. Cette dernière est également capable de bloquer le domaine kinase 

d’IκB kinase ε (IKKε) nuisant à l’activation et à la signalisation de RIG-I et empêchant la 

phosphorylation et la translocation nucléaire d’IRF3 (Angleró-Rodríguez et al., 2014). 

V. iii. ii. Inhibition de la voie de signalisation de l’interféron de type I par DENV 

Quand bien même DENV est capables de limiter la production d’IFN-I par les cellules infectées, son 

mécanisme d’évasion le plus efficace reste celui inhibant la voie de signalisation d’IFNAR. La protéine 

NS4B bloque la phosphorylation de STAT1 (Muñoz-Jordán et al., 2005). De plus, NS5 interagit avec 

STAT2 par son domaine ARN polymérase pour empêcher sa phosphorylation. Cette interaction est 

d’ailleurs suffisante pour entrainer la dégradation de STAT2 via le protéasome. Ce mécanisme 

d’inhibition uniquement observé chez l’homme, n’est pas retrouvé chez la souris, ou STAT2 est 

capable de restreindre la réplication du virus dans les premiers moments de l’infection in vivo (Ashour 

et al., 2010), et même de déclencher la voie IFN-I en absence de STAT1 (Perry et al., 2011). C’est une 

des raisons qui font que DENV est plus sensible à la réponse IFN-I chez la souris que chez l’homme. 

Néanmoins il est probable que ces mécanismes d’échappement à la réponse immunitaire innée soient 

plus complexes que ceux décrits à ce jour, ou les protéines non structurales n’agiraient pas de façon 

individuelles mais sous la forme de complexe multi protéiques, chacune jouant un rôle spécifique.  

V. iii. iii. L’infection chronique par HCV 

La réponse IFN-I inhibe efficacement HCV in vitro, bien que les détails des mécanismes moléculaires 

reste encore à déterminer. Un nombre important d’ISGs et d’effecteurs antiviraux induit suite à une 

infection par HCV, ont été reportés comme ayant un effet direct contre l’infection. Ainsi l’immunité 

innée anti-HCV s’opère par une addition d’effecteurs individuels, ciblant différentes étapes du cycle 

de réplication viral, inhibant sa réplication et sa propagation. Au cours d’une infection chronique par 

HCV, les voies de signalisation de l’immunité innée persistent dans les foies chroniquement infectés, 

les même transcrit d’ISGs étant retrouvés in vitro et durant une infection chronique in vivo (Wieland 

et al., 2014). De plus, la corrélation observée entre l’expression d’ISGs dans le foie et la forte 
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diminution de la virémie durant la phase aigüe de l’infection suggère que les mécanismes de contrôle 

dans le cas d’une infection par HCV sont efficaces in vivo (Bigger et al., 2001), mais incapables de 

curer totalement l’infection. Le virus se servirait d’ailleurs de cette réplication restreinte pour limiter 

la présentation d’antigènes viraux et ainsi la reconnaissance par les lymphocytes T, empêchant le 

développement de maladie du foie et étendant la survie de l’hôte.  

V. iii. iv. Les mécanismes d’évasion à la réponse interféron de type I par HCV 

HCV a développé de nombreuses stratégies pour échapper aux réponses immunitaires des cellules 

infectées. La plus importante est le clivage des MAVS (IPS-1 ou Cardif) par la protéase viral NS3/4A 

(Meylan et al., 2005). MAVS est une protéine adaptatrice essentielle dans la voie de signalisation des 

RLRs, bloquant l’activation de la transcription d’IFN-I aux premières étapes de la voie de 

signalisation. De plus ce clivage se fait de façon protéolytique, ce qui le rend plus efficace que par 

interaction protéine-protéine. Ce clivage des MAVS peut facilement être détecté dans les lignées 

d’hépatocytes infectés par HCV ainsi que dans des biopsies de foie de patients infectés (Bellecave et 

al., 2010). Cependant, en dépit du clivage des MAVS, les cellules infectées par HCV affichent une 

réponse immunitaire. Cette dernière peut être expliquée par la reconnaissance très précoce de l’ARN 

viral, juste après qu’il ait été relargué de la nucléocapside et avant toute réplication ou traduction. La 

protéase de HCV NS3/4A est capable d’empêcher la voie de signalisations TLR3 par le clivage de 

TRIF (Li et al., 2005). Un nouveau mécanisme d’évasion est le ciblage de STING par NS4B, un 

adaptateur impliqué dans la réponse immunitaire innée induite par les virus à ADN. NS4B interagie 

physiquement avec STING, gênant alors son interaction avec les MAVS ou encore TBK1 (Nitta et al., 

2013). De manière plus générale, la polymérase virale dépendante de l’ARN, NS5B, ne possède pas 

de mécanisme de réparation ou relecture, favorisant l’apparition de mutations dans les génomes, à 

l’origine d’une évolution rapide du virus observée dans les conditions de sélection mises en place par 

les réponses immunitaires de la cellule hôte et les drogues antivirales. La protéine C de HCV est 

capable de se lier à STAT-1 et de bloquer sa phosphorylation, empêchant sa dimérisation avec STAT-

2 (Lin et al., 2006). Elle aurait également la capacité d’induire SOCS-3, un régulateur négatif de la 

voie JAK-STAT. (Bode et al., 2003). La protéine E2 inhibe la voie de signalisation médiée par PKR. 

Enfin NS5A est capable d’interagir avec IRF7, STAT-1, MyD88, PKR et d’en inhiber les fonctions 

(Abe et al., 2007; Chowdhury et al., 2014; Gale et al., 1997; Kumthip et al., 2012). 
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V. iv. Activation des cellules dendritiques plasmacytoides par les modèles viraux 

V. iv. i. Activation par le transfert de particules immatures 

Il a été observé que des composants viraux s’accumulaient au niveau de la zone de contact entre les 

pDCs et les cellules infectées par DENV (Décembre et al., 2014a). L’activation des pDCs par contact 

avec des cellules infectées par DENV est dépendante des protéines d’enveloppes présentes sur les 

particules virales (Figure 8). Pour de nombreux virus, les protéines de surface des particules 

nouvellement formées, vont subir des étapes de maturation au cours de leur sécrétion pour devenir  

infectieuses (Pasquato et al., 2013). Dans le cas de DENV, la protéine de surface immature preM est 

clivée pour donner la protéine M. Néanmoins ce procédé n’est pas optimum et environ 30 à 40% des 

particules secrétées possèdent toujours la protéine d’enveloppe immature (Keelapang et al., 2004). Le 

niveau d’activation des pDCs par des cellules infectées par DENV dépend du degré de maturation des 

particules virales produites. Les cellules produisant le plus de particules immatures seront les plus 

capables d’activer les pDCs. En effet, l’étape de fusion du virus est connue pour être déclenchée par 

un pH acide, au niveau des endo-lysosomes (Smit et al., 2011). Alors que les particules matures sont 

capables de fusionner avec la membrane des endo-lysosomes afin de relarguer leur génome viral dans 

le cytoplasme, les particules immatures y sont retenues, rendant possible la détection du génome viral 

par TLR7.  

V. iv. ii. Activation par le transfert d’exosomes 

En plus de la production de particules infectieuses, les cellules infectées par HCV sont capables 

d’encapsuler l’ARN viral dans des exosomes (EXOs) dont la sécrétion est indépendante de la 

production des particules virales (Dreux et al., 2012a). De plus, les EXOs peuvent servir d’appareil au 

virus pour infecter les hépatocytes adjacents, indépendamment de la synthèse des protéines structurales 

du virus (Ramakrishnaiah et al., 2013) ; divergeant alors des particules infectieuses de par leur 

structure, leur voie de sécrétion mais également leur voie de transmission. Des études in vitro ont 

montré que les EXOs produits par des cellules infectées par HCV jouaient un rôle clé dans l’activation 

des pDCs et dans la production d’IFN-I (Figure 8) (Dreux et al., 2012a). En effet, les EXOs dérivés 

de HCV induisent une réponse IFN-I par les pDCs plus forte comparée aux particules infectieuses, 

capables de bloquer la réponse médiée par TLR7. En particulier la liaison de la glycoprotéine E2 aux 
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lectines de surfaces exprimées par les pDCs, BDCA-2, est responsable de la régulation négative de la 

réponse IFN par HCV (Florentin et al., 2012). 

 

Figure 8 : Modèles d’activation des cellules dendritiques plasmacytoïdes par le transfert de PAMPs viraux dans le 

cas d’une infection par HCV et DENV 

(A) En parallèle des virons, les cellules infectées par HCV produisent des exosomes (EXO) contenant l’ARN viral au 

niveau des MVB (multivesicular body). Les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) en contact avec des cellules 

infectées par HCV reconnaissent l’ARN viral empaqueté dans des EXOs après leurs transferts de la cellule infectée vers la 

pDC via TLR7. (B) Les cellules infectées par DENV produisent des particules virales qui se regroupent à l’interface de la 

cellule infectée et de la pDC. Les particules virales matures transférées aux pDCs sont capables de fusionner avec la 

membrane des endo-lysosmes et n’activent que faiblement les pDCs. En revanche les particules immatures retenues dans 

les endo-lysosomes permet la reconnaissance des ARNs viraux par le TLR7 et entraine la production d’IFN-I (Assil et al., 

2015).  
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Objectifs de la thèse  
 

A. Analyse structurale et fonctionnelle des contacts physiques nécessaires à 

l’action antivirale des cellules dendritiques plasmacytoïdes avec des cellules 

infectées : Identification de la synapse immunologique (Papier N°1). 

 

B. Analyse du rôle de la voie de signalisation de l’IFN-I sur la formation de la 

synapse immunologique entre des cellules dendritiques plasmacytoides et des 

cellules infectées par le virus de la dengue.  (Papier N°2).   
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I. Paper N°1: Plasmacytoid Dendritic Cells and Infected cells Form an 

Interferogenic synapse required for Antiviral Responses 

 

 

 

Plasmacytoid Dendritic Cells and Infected cells Form an Interferogenic synapse 

required for Antiviral Responses 

Sonia Assil1, 2, Séverin Coléon1, 2, Congcong Dong1, Décembre Elodie1, Sherry Lee1, 

Omran Allatif1, Webster Brian1, Dreux Marlène1 

1  CIRI, Inserm, U1111, Université Claude Bernard Lyon 1, CNRS, UMR5308, École Normale 

Supérieure de Lyon, Univ Lyon, Lyon F-69007, France 

2   These authors contributed equally 

Abstract 

Type I interferon (IFN-I) is critical for antiviral defense, and plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are 

a predominant source of IFN-I during virus infection. pDC-mediated antiviral responses are 

stimulated upon physical contact with infected cells, during which immunostimulatory viral RNA is 

transferred to pDCs, leading to IFN production via the nucleic acid sensor TLR7. Using dengue, 

hepatitis C, and Zika viruses, we demonstrate that the contact site of pDCs with infected cells is a 

specialized platform we term the interferogenic synapse, which enables viral RNA transfer and 

antiviral responses. This synapse is formed via aLb2 integrin-ICAM-1 adhesion complexes and the 

recruitment of the actin network and endocytic machinery. TLR7 signaling in pDCs promotes 

interferogenic synapse establishment and provides feed-forward regulation, sustaining pDC contacts 

with infected cells. This interferogenic synapse may allow pDCs to scan infected cells and locally 

secrete IFN-I, thereby confining a potentially deleterious response.
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II. Paper N°2: IFN-I signaling reinforces the interferogenic synapse-

mediated sensing of infected cells by the plasmacytoides dendritics 

and antiviral response (in preparation) 

 

 

 

IFN-I signaling reinforces the interferogenic synapse-mediated sensing of 

infected cells by the plasmacytoides dendritics and antiviral response 
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Abstract  

Plasmacytoid dendritics cells (pDCs) are a major type I interferon (IFN-I) cell producer in response to 

the detection of virally infected cells. We previously demonstrated that pDC-mediated antiviral 

responses required the formation of an interferogenic synapse (iSYN) with infected cells for the 

transfer of immunostimulatory viral RNAs from infected cells to pDC. The subsequent recognition by 

the nucleic acid sensor TLR7 leads to a robust IFN-I production by pDCs. The iSYN is composed by 

αLβ2 integrin-ICAM-I adhesion complexes, along with recruitment of the actin network and endocytic 

machinery, all polarized at the contact site of pDCs with infected cells. TLR7-mediated acts as a 

feedforward regulation to promote iSYN establishment and sustain pDC contact with infected cells. 

Here, using dengue virus (DENV) as model, we studied the molecular basis of this feed-forward 

regulation. We showed that the IFN-I produced by pDCs can reinforce the contact frequency, the cell 

polarity, and thus promote pDC response against infected cells. These results highlight the cooperative 

nature of pDC antiviral response mediated by physical contact.  
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Introduction 

Type I interferon (IFN-I) response is pivotal for protection against viral infections. It is initiated by the 

recognition of pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) including viral nucleic acids by 

cellular pathogen recognition receptors (PRRs) such as toll-like receptors (TLRs). pDCs function as 

sentinels of viral infections and are known to be a major early source of IFN-I in vivo (Reizis, 2019). 

This response is predominantly triggered via recognition of viral nucleic acid by ensolysosomes-

localized TLR7 or TLR9, recognizing RNA and DNA respectively (Reizis, 2019; Webster et al., 2016). 

We and other reported that the activation of plasmacytoid dendritic cells (pDCs) requires physical 

contact with DENV infected cells to produce robust levels of IFN-I (Décembre et al., 2014b). Those 

contacts allow the transfer from infected cells to pDCs of immunostimulatory RNA contained in 

vesicles as immature virions (Décembre et al., 2014b). 

We recently uncovered the organization of a functional territory in pDCs at the contact site with 

infected cells required for IFN-I production that we named interferogenic synapse (iSYN) (Assil et al., 

2019). This newly feature of pDCs is reminiscent with previous reports showing that the pDC-IFN-I 

secretion as a response likely confined to the infection site in vivo (Webster et al., 2018). We also 

showed that TLR7-induced signaling regulates the rearrangement of the interferogenic synapse, thus 

acting as a positive feed-forward regulation for the transfer of PAMP-carriers to the pDCs.  

Nevertheless, how the TLR7 pathway potentiates the reinforcement of the iSYN remains enigmatic. 

In accordance, a recent study using a single-activation assay highlighted the cooperative nature of 

pDCs, revealing that pDC IFN-I response to TLR-7 and TLR-9 ligands increases with cell density 

(Wimmers et al., 2018b).  These observations suggest a cooperation between pDCs to achieve a robust 

IFN-I response, likely by an autocrine/paracrine IFN-I amplification loop. Here, we explored the 

molecular mechanisms underlying the reinforcement of contacts between pDCs and infected cells, 

using DENV as viral model. We uncovered new insights on how the TLR7-induced signaling regulates 

iSYN and potentiate pDC response and the contribution of the autocrin/paracrin action of IFN-I 
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Results 

Type I IFN produced upon pDC activation potentiate the contact and response of pDCs against 

DENV infected cells. 

First, we hypothesized that the feedforward regulation of the iSYN by pDC-TLR7-induced signaling 

can involve the secretion of an activating component at early time of pDC activation by infected cells.  

To address this question, we tested whether the supernatant harvested from pDC/infected cells 

coculture, referred to as ccSN can increase cell-contact and pDC response when applied to another 

pDC/infected cells coculture (Figure 1A). To rule out any possible impact by dengue infectious 

particles contained in the ccSN, the latter was UV-inactivated. As expected, pDCs readily produced 

interferon IFN-α in response to DENV infected cells (DENV inf.), already detectable at 4 hours of 

coculture (Figure 1B). Importantly, we showed that addition of ccSN greatly increases the production 

of IFNα by pDCs (i.e., 5 folds increase). 

We then aimed at identifying the activating signal contained in ccSN. We previously reported that the 

sensing of DENV infected cells by pDCs leads to an IRF7-restricted response (i.e., type IFN 

production), and not, or poorly, NFκB-mediated production of pro-inflammatory cytokines (Webster 

et al., 2018). Therefore, we tested the contribution of type I IFN (IFN-I) present into the ccSN, by 

using neutralizing antibodies directed against the IFN-I receptor (IFNAR) subunit 2. We showed that 

the addition of anti-IFNAR fully abrogated the potentiation of pDC IFNα production by ccSN, since 

the levels of IFNα were reduced to those observed in absence of ccSN (Figure 1B). These results 

suggested that the enhancement of pDC IFNα production by ccSN is, primarily mediated by IFN-I. 

Consistently, we showed that addition of recombinant IFNβ was sufficient to increase pDC IFNα 

production at a level comparable to ccSN (Figure 1B). Of note, the addition of anti-IFNAR antibody, 

in absence of ccSN did not reduce IFNα production by pDCs, suggesting that the IFNAR signaling is 

likely not yet at play at this early time point of coculture (Figure 1B). Next, we analyzed the impact 

of IFN-I signaling on the cell contact using Image Stream X (ISX) technology, as previously described 

(Assil et al., 2019). We showed that the addition of  ccSN greatly increased the frequency of conjugates 

between pDCs and DENV infected cells, while anti-IFNAR abrogated ccSN-mediated enhancement 

(Figure 1C) in accordance with the impact on IFNa production by pDCs (Figure 1B). Consistently, 

addition of recombinant IFNβ increased the formation of conjugates between pDC and DENV infected 

cells (Figure 1C).  
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We further investigate the kinetic of action of IFNβ treatment on pDCs contacts and response. As 

expected, IFNα mRNA and secreted IFNα protein were detected when pDCs were cocultured with 

uninfected cells (Cont.) (Figure 1D and 1E). The levels of IFNα mRNA increased over time when 

pDC were cocultured with DENV infected cells and was enhanced by addition of IFNβ (Figure 1D). 

The secreted IFNα was detected at 3 hours of coculture between pDCs and DENV infected cells, only 

when treated with recombinant IFNβ (Figure 1E). The difference of IFNα mRNA level with or 

without IFNβ treatment was higher at 3 hours post-coculture (10  fold-increase) as compared to 1 hour 

(2 fold-increase) and 5 hours (5 fold-increase) (Figure 1D).  We observed that the frequency of 

conjugates between pDCs and DENV infected cells increased over time, and were already increased 

as soon as 1 hour of coculture when compared to uninfected cells (Figure 1F). As opposed to the 

increase of IFNα protein and mRNA levels observed at 5 hours, addition of IFNβ increase the 

frequency of conjugates only enhanced at 3 hours of coculture (Figure 1F). This restricted window of 

potentiation by exogenous IFNβ, likely suggests that at later time point endogenous IFNα produced 

by pDCs could act in a paracrine/autocrin manner to sustain this potentiation.   

IFNβ stimulated pDCs established sustained contacts with DENV infected cells (preliminary 

data) 

To distinguish whether the augmented frequency of conjugates results from a stronger cell interaction 

or from a longer duration, we tracked the impact of IFNβ on pDC interaction with infected cells by 

live-imaging analysis of the cocultures. We showed that the addition of recombinant IFNβ in pDC-

DENV infected cells coculture increases the median of the contact duration, as represented on the 

violin plot (Figure 2A). Importantly, the comparison of the frequency determined by time length 

revealed that the long-term contacts of pDCs with DENV infected cells (i.e., >350 min) was increased 

by addition of IFNβ with a reciprocal diminution of the contacts of shorter duration, especially between 

50-100 min (Figure 2B). These results suggests that IFNβ can increase the frequency of longer 

duration contacts between pDCs and DENV infected cells.  

 IFNAR-mediated signaling induces pDC polarity at the contact 

We previously reported that TLR7 signaling also modulates the polarization of several components at 

the iSYN (Assil et al., 2019), therefore we addressed whether IFN-I also acts at this level. First, we 

tested the impact of ccSN on the polarization of the actin network, along with components of the 

endocytosis machinery, including clathrin or the endosomal marker EEA1.  
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As shown on representative confocal images, and consistent with our previous observations (Assil et 

al., 2019), actin network and clathrin form co-clusters on the side of pDC  at the contact site (Figure 

3 B and C). The quantification of different phenotypes as illustrated in Figure 3A, demonstrated that 

the addition of ccSN enhanced the polarization of actin/clathrin coclusters at the iSYN, and anti-

IFNAR2 abrogated this effect (Figure 3D). In accordance the addition of recombinant IFNβ (rec. 

IFNβ) enhanced the polarization of actin/EEA1 coclusters at the iSYN (Figure 3G). Together those 

results demonstrated that IFNAR pathway promotes the polarization of the actin network and 

components of the endocytosis machinery at the iSYN, and thereby contributes to enhance IFN-I 

production.  

Next, we asked whether IFN-I could regulate events potentially upstream of the polarization of the 

actin network and the endocytosis machinery at contact. We previously showed that the contact 

between pDCs and DENV infected cells is established, at least, via the interaction the αLβ2 integrin 

and its ligand ICAM-I (Assil et al., 2019). The polarization of αLintegrin at contact was observed for 

virtually all analyzed pDCs in contact and was modulated neither by the contact with infected cells as 

compared to uninfected cells nor by the addition of ccSN or recombinant IFNβ (Figure 3J). 

Since the linkage between integrin and the actin cytoskeleton is notably strengthened by vinculin, an 

actin-binding protein, known to reinforce cell-cell and cell-matrix adhesion, we analyzed whether 

vinculin polarized at the iSYN and its regulation by IFN-I. In sharp contrast to co-analyzed αL integrin, 

the polarization of vinculin at contact was increased when pDCs were in contact with DENV infected 

(DENV inf.) cells as compared to uninfected (Cont.) cells (Figure 3K).   Importantly, we showed that 

treatment with ccSN potentiated vinculin polarization, and its effect was specifically abrogated by 

addition of anti-IFNAR (Figure 3K). Recombinant IFNβ similarly enhanced the polarization of 

vinculin clusters at the iSYN (Figure 3K). In accordance, the polarization of vinculin/clathrin 

coclusters were increased in pDCs when in contact with DENV infected (DENV inf.) cells as opposed 

to uninfected (Cont.) cells (Figure 3L). Addition of ccSN or IFNβ increased this coclusters 

polarization at contact in an IFNAR-dependent manner (Figure 3L).  

Taken together, these results demonstrate that the IFNAR pathway acts as a feedforward loop, by 

inducing the polarization of vinculin, actin network, endocytosis components at contacts between 

pDCs and DENV infected cells, leading to an increased production of IFNα by pDCs. 
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Figure 1. Type I IFN produced upon pDC cocultured with infected potentiate the cell contact 

and pDC activation. 

(A) Schematic representation of the coculture between pDC and DENV treated by the supernatant 

harvested from a previous coculture, referred to as ccSN.  

(B) Quantification of IFNα production by pDCs cocultured for 4 hours with DENV infected Huh7.5.1 

cells (DENV inf. cells) or uninfected cells (Cont.) and treated as indicated by ccSN  (12U/mL) ; 

recombinant IFNβ (rec. IFNβ) (100U/mL) and neutralizing antibodies against IFNα and β subunit  

(anti-IFNAR2) (10µg/mL). Results of 7 independent experiments; mean ± SD.  

(C) Quantification of conjugates between pDCs and DENV infected Huh7.5.1 cells treated as panel B 

and determined by Image Stream X technology. Results of 6 independents experiments are expressed 

as percentage of conjugates relative to the total cell number of analyzed cells; mean ± SD ; n= 10,000 

events per condition per experiment.  

(D) Quantification of IFNα mRNA of the cocultured between pDCs and DENV infected Huh7.5.1 

(DENV inf.) cells or uninfected cells (Cont.), harvested at 1 (cyan), 3 (green) and 5 (orange) hours 

post-coculture, and treated as indicated with recombinant IFNβ (100U/mL). Results of 3 independents 

experiments expressed as copy number of mRNA per µg of the total cellular RNA. 

(E) Quantification of IFNα production by pDCs cocultured with DENV infected Huh7.5.1 (DENV 

inf.) cells or uninfected cells (Cont.) cocultured and treated as in D. Results of 3 independents 

experiments expressed as the quantity of IFNα (pg/mL), mean ± SD.  

(F) Quantification of conjugates between pDCs and DENV infected Huh7.5.1 cells (DENV inf.) by 

Image Stream X technology cocultured and treated as in C. Results of 3 independents experiments are 

expressed as percentage of conjugates ; mean ± SD ; n= 10,000 events per condition per experiment. 
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Figure 2. Type I IFN produced upon pDC cocultured with infected potentiate the cell contact 

and pDC activation. 

Quantification of the duration of cell contacts illustrated between pDCs and DENV infected Huh7.5.1 

cells (DENV. inf.) and uninfected Huh7.5.1 cells (Cont. cell) determined by live-imagining using 

spinning-disc confocal microscopy. The coculture was treated with recombinant IFNβ (100U/mL), as 

indicated. Confocal Z-stacks of coculture of CMTPX-stained pDCs and GFP+ infected or uninfected 

cells are acquired every 5 min 10 hours. The cell contact is defined as CMTPX signal (pDCs) apposed 

or merged with GFP signal of DENV infected cells or uninfected cells; results of 2  independents 

experiments ( n=75 pDCs tracked for DENV inf. cells ; n=67 pDCs tracked for DENV inf. + rec. IFNβ 

; n=44 pDCs tracked for Cont. cells).  

(A) The results are presented by violin plots with dots representing the durations of the individual 

recorded contacts in each experimental condition. The median for each condition is represented by a 

red bar.  

(B) The results are displayed as percentages of contacts in the indicated time interval relative to the 

total number of examined pDC-infected cell contacts, mean ± SD. 
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Figure 3. IFNAR-mediated signaling in pDC favor cell polarity at the contact. 

(A) Schematic representation of the categories of phenotypes of co-cluster polarization observed in 

pDCs , and defined as co-cluster polarization ; co-cluster at contacts (in dark blue), co-cluster at the 

contact and outside the contact (light blue) , co-cluster outside the contact (grey), no co-cluster (light 

grey). 

(B-C) Confocal microscopy imaging of immunostained actin (green) and clathrin (purple) coclusters 

in cocultures of pDCs (stained by CMTPX staining prior to coculture; red marked by *) with DENV 

infected Huh7.5.1 cells (#) for 4-5hours ; nucleus stained with Hoechst (blue). (B) Detection of actin, 

clathrin, CMTPX, Hoechst, projected on the phase contrast imaging. (C) Magnification of two 

consecutive Z-stacks of yellow boxed pDC shown in (B). (D) Quantification of the frequency of 

actin/clathrin coclusters as indicated (A) in pDCs cocultured with DENV infected Huh7.5.1 cells 

(DENV inf. cells) or uninfected cells (Cont.) and treated as indicated with supernatant (ccSN) (10µl) 

; neutralizing anti-IFNAR2 (anti-IFNAR2) (10µg/mL). Results of 2 independent experiments are 

expressed as the percentage of total number of analyzed pDCs in contact with infected cells ; mean ± 

SD; n>20 analyzed contacts 

(E-F) Confocal microscopy imaging of immunostained actin (green) and EEA1 (purple) coclusters in 

cocultures of pDCs (CMTPX staining prior to coculture; red marked by *) with DENV infected 

Huh7.5.1 cells (#) for 4-5hours ; nucleus stained with Hoechst (blue). (E) Detection of actin, EEA1, 

CMTPX, Hoechst, projected on the phase contrast imaging. (F) Magnification of two consecutive Z-

stacks of yellow boxed pDC shown in (E). (G) Quantification of the frequency of actin/EEA1 

coclusters as indicated (A) in pDCs cocultured with DENV infected Huh7.5.1 (DENV inf. cells) or 

uninfected (Cont.) cells and treated as indicated with recombinant IFNβ (rec. IFNβ) (100U/mL). 

Results of 3 independent experiments are expressed as the percentage of total number of analyzed 

pDCs in contact with infected cells ; mean ± SD; n>68 analyzed contacts 

(H-I) Confocal microscopy imaging of immunostained Integrin αL (purple), vinculin (red)  and 

clathrin (green) in cocultures of pDCs (CTV staining prior to coculture; blue marked by *) with DENV 

infected cells (#) for 4-5hours. (H) Detection on two consecutives Z-stacks of Integrin αL, vinculin 

and clathrin, CTV, projected on the phase contrast imaging. (I) Magnification of the two consecutive 

Z-stacks of yellow boxed pDC shown in (H). (legend continued on next page) 
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(J) Quantification of the frequency of Integrin αL clusters as indicated (A) in pDCs cocultured with 

DENV infected Huh7.5.1 cells and treated as indicated with supernatant (ccSN) (10µl) ; neutralizing 

antibodies against interferon alpha and beta receptor subunit 2 (anti-IFNAR2) (10µg/mL) ; 

recombinant IFNβ (rec. IFNβ) (100U/mL). Results of 4 independent experiments are expressed as the 

percentage of total number of analyzed pDCs in contact with infected cells ; mean ± SD; n>75 analyzed 

contacts. 

(K) Quantification of the frequency of vinculin as indicated (A) in pDCs cocultured with DENV 

infected Huh7.5.1 cells and treated as indicated in (J). Results of 4 independent experiments are 

expressed as the percentage of total number of analyzed pDCs in contact with infected cells ; mean ± 

SD; n>75 analyzed contacts.  

(L) Quantification of the frequency of vinculin clusters as indicated (A) in pDCs cocultured with 

DENV infected Huh7.5.1 cells and treated as indicated in (J). Results of 4 independent experiments 

are expressed as the percentage of total number of analyzed pDCs in contact with infected cells ; mean 

± SD; n>75 analyzed contacts. 
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Figure 4. Knock Out of ICAM-I expression in DENV infected cells diminished pDC response. 

(A-F) CRISPR/cas9 editing of ICAM-I in Huh7.5.1was obtained by the transduction of nanoblades to 

express gRNA(s) targeting ICAM-I gene along with Cas9 in target cells as previously described 

(Mangeot et al., 2019). (A) Determination of geomean of ICAM-I surface expression by FACS and 

analysis of expressed as fold-increases relative to unstained cells (n=3 independent experiments).  

(B-D) Representatives dot plot of parental Huh7.5.1 cells and ICAM-I KO Huh7.5.1 cells stained (anti-

ICAM-I) or not (no Ab) against ICAM-I (10 000 events acquired).  

(E) Quantification of IFNα in supernatant of pDCs cocultured with 10E4 DENV infected Huh7.5.1 

(Denv inf.) cells or DENV infected Huh7.5.1 cells, invalidated (KO) or nor for ICAM-I. The 

intracellular and extracellular viral RNA levels and extracellular infectious virus production by the 

indicated cell types. Results of 3-5 independents experiments expressed as percentages relative to 

untreated cells mean ± SD.  

(F) Quantification of the frequency of conjugates between pDC and the indicated cocultured cells using 

image stream X technologies. Results of 3 independent experiments expressed as percentage of 

conjugates ; mean ± SD; n = 10 000 events per condition and per experiments. 



Page 107 

Discussion 

pDCs are important mediators in the IFN-I response. We provide evidence that the positive feedback 

loop mediated upon TLR7-induced signaling in pDC is mediated by IFN-I, thus involving the IFNAR 

pathway into the reinforcement of the iSYN. We observe that the IFNAR pathway is not required for 

pDCs activation against DENV infected cells by contact at early time point. Nevertheless, despite its 

ostensible elective action, when stimulated by recombinant IFNβ, IFNAR signaling in pDC can 

specifically accelerate their response against DENV infected cells. Interestingly, we show that the 

effect of recombinant IFNβ on the increase of conjugates formation between pDCs and DENV infected 

cells was only observed during a restricted window of 3 hours of coculture. Because 1 hour is too early 

for the TLR7-signaling pathway to occur, these results suggest that IFNAR-mediated reinforcement 

requires at first a TLR7-mediated activation. Moreover, 5 hours in enough for pDCs to secrete IFN-I 

in response to DENV infected cells, thus overriding the effect of recombinant IFNβ. This suggest that 

the IFNAR-mediated reinforcement of conjugate can take place right after the secretion of IFN-I by 

pDCs, as observed at 3 hours, thus in the presence of low amount of IFN-I. 

These results highlight the cooperative nature of pDCs, where the autocrine/paracrine effect of 

produced IFN-I can potentiate the activation of neighboring pDCs. Thus, TLR7-mediated sensing of 

infected cells by pDCs could lead to the production of IFN-I, which in addition to its antiviral function 

on infected cells, could also reinforce already formed iSYN or potentiate the establishment of new 

ones. This potentiation is observed by the enhancement of polarization at contact of the actin network, 

along with the endocytosis machinery. Moreover, we extended the composition of the iSYN by 

describing the specific polarization of vinculin, a protein known to reinforce the link between integrin 

and actin cytoskeleton, at contacts between pDCs and DENV infected cells. Vinculin could stabilize 

the iSYN by strengthening the interaction between the integrin αLβ2, and the actin cytoskeleton. 
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Material and methods 

Cell lines and primary cells cultures 

Huh7.5.1 and HuH7.5.1c2 cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) (life 

technologies) supplemented with 10% FBS, 10 mM HEPES, 100 units (U)/ml penicillin, 100 mg/ml 

streptomycin, 2mM L-glutamine and non-essential amino acids (Life technologies) at 37°C/5% CO2. 

The human fibrosarcoma cell line containing a plasmid encoding the luciferase gene under the control 

of the immediate early IFN-I inducible 6–16 promoter (HL116) (a kind gift from S. Pelligrini, Institut 

Pasteur, France) was maintained under HAT selection in DMEM (life technologies) supplemented 

with 10% FBS and 100 units (U)/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin at 37°C in 5% CO2. Cell line 

Knock Out for ICAM-I was developed by transduction of Huh7.5.1 cell with Nanoblades containing 

gRNA(s) targeting ICAM-I gene using the DNA guide CGCACTCCTGGTCCTGCTCGngg  kindly 

provided by Dr. Ricci (CIRI, Lyon, France) and produced as decribed in (Mangeot et al., 2019). The 

transduced cells were stained against ICAM-I and only the negatives cells were sorted using a FACS 

Aria II. Cell sorter. The pDCs were isolated from cytapheresis units from healthy adult human 

volunteers which was obtained from “Etablissement Francais du Sang” (EFS; Auvergne Rhône Alpes, 

France) under the convention EFS-16-2066 and according to procedures approved by the EFS 

committee. Informed consent was obtained from all subjects in accordance with the declaration of 

Helsinki. Information on sex and age was not available for all subjects, however was not relevant for 

the purpose of the study, since we previously showed that pDC responses are the within the same range 

for all donors. PBMC were isolated using Ficoll-Hypaque density centrifugation and pDCs were 

positively selected from PBMCs using BDCA-4 magnetic beads (MACS Miltenyi Biotec), as 

previously described. The typical yield of PBMCs and pDCs were 500-800x106 and 1-2x106 cells 

respectively, with a purity > 95% pDCs. Isolated pDCs were maintained in “pDC medium” - RPMI 

1640 medium (life technologies) supplemented with 10% FBS, 10 mM HEPES, 100 units (U)/ml 

penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 2mM L-glutamine, non-essential amino acids (Life technologies) 

and 1 mM sodium pyruvate at 37°C/5% CO2.  

Preparation of viral Stocks and Infections 

The prototypic DENV-2 strain New Guinea C (NGC) (AF038403) were produced as previously 

described. Huh7.5.1 and Huh-7.5.1c2 cells were infected by DENV (MOI of 1) 48 hours prior to co-

culture with isolated pDCs. 

 



Page 109 

Reagents 

The antibodies used for immunostaining for confocal analysis were mouse anti integrin αL subunit 

(clone G43-25B; BD Pharmingen); mouse anti-actin (clone AC74; Sigma-Aldrich); rabbit anti-clathrin 

(ab21679; Abcam); rabbit anti-EEA1 (ALX-210-239; Enzo Life Sciences); mouse anti-vinculin (clone 

V284; Merk Millipore); and Alexa-conjugated secondary antibodies (Life Technologies). The 

antibody used for immunostaining for FACS analysis were anti-CD54 (clone HA58; Biolegend); anti-

CD54 (3E2 ; BD-pharmigen) ; Alexa-conjugated secondary antibodies (Life Technologies). 

The reagents used for cocultures were recombinant human IFNβ-1a (mammalian ;pbl assay science) 

and anti-IFNAR subunit 2 neutralizing antibodies (clone MMHAR-2; pbl assay science). The other 

reagents were; Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Life Sciences); Fc Blocking solution (MACS Miltenyi 

Biotec); ELISA kits (PBL Interferon Source) for the specific detections of IFNa ; 96-Well Optical-

Bottom Plates and Nunc UpCell 96F Microwell Plate (Thermo Fisher Scientific); CellTracker Red 

CMTPX Dye (Life Technologies) ;CellTrace Violet cell Proliferation kit (Life Technologies); Hoescht 

(MACS Miltenyi Biotec); cDNA synthesis and qPCR kits (Life Technologies); poly-L-lysin (P6282, 

Sigma-Aldrich). 

Methods Details 

Co-culture Experiments 

1x104 pDCs were co-cultured with 2x104 DENV infected cells or uninfected cells in a final volume of 

200 µl, in 96-well round-bottom plates incubated at 37 °C/5% CO2. At the indicated time, cell-culture 

supernatants were collected and stored at -80°C. The levels of IFNα were next measured using a 

commercially available specific ELISA kit (PBL Interferon Source) following the manufacturer’s 

instructions.  

ccSN production  

2x104 pDCs were co-cultured with 5x104 DENV infected cells in a final volume of 200 µl, in 96-well 

round-bottom plates incubated at 37 °C/5% CO2. At 4 hours, cell-culture supernatants were collected, 

inactivated using a UV irradiation system BIO-LINK, BLX 254 (2min; 120J) and stored at -80°C. 

Detection of specific activity of IFN α/β in supernatant was performed using the luciferase reporter 

cell line HL116. HL116 cells were seeded at 2.104 cells/well in 96-well plate 24 h prior the assay, and 

incubated for 17 h with supernatant collected from pDC co-cultures (100 μL) or serial dilution of 

recombinant human IFN-α 2a (PBL Interferon Source), used for standard curve titration. Cells were 
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then lysed and luciferase activity assayed. IFN-I levels were expressed as equivalent of IFN-α 2a 

concentration, in Unit/mL. 

The level of IFNA in supernant were measured using a commercially available specific ELISA kit 

(PBL Interferon Source) following manufacturer’s instructions.  

Immunostaining for Confocal Analysis 

After immuno-isolation, 4x104 pDCs were stained by using either CellTracker Red CMTPX Dye (CM-

DiI, Life Technologies) or CellTrace Violet cell Proliferation kit (Life Technologies) following 

manufacturer’s instructions. Labeled pDCs were then co-cultured with 2x104 DENV infected Huh7.5.1 

or Huh7.5.1c2 cells in 200µl final of pDC medium at 37°C for 4-5 hours, in a 96-Well Optical-Bottom 

Plate. The wells were pre-coated with 50 ul of poly-L-lysin (100 mg/mL) for 30-minute incubation at 

37°C, washed two times with PBS and one time with pDC medium and dried off O/N at 37°C. At the 

end of the coculture, supernatant was discarded and cells were fixed using 4% PFA fixation for 20min 

at 4°C. After three PBS washes, immunostainings were performed without additional permeabilization 

step, as previously described (Décembre et al., 2014b; Meertens et al., 2012). Cells were blocked using 

a PBS-3% BSA solution for one-hour at room temperature. Primary antibodies were diluted in a PBS-

3% BSA solution and added to the wells for one-hour incubation at room temperature. Primary 

antibodies used in this study include mouse anti-αL subunit (5 µg/mL); mouse anti-actin (20 µg/mL); 

rabbit anti-clathrin (2 µg/mL); rabbit anti-EEA1 (2 µg/mL); mouse anti-vinculin (10 µg/mL). After 

three 5min washes with PBS, cells were incubated with the appropriate anti-mouse, rabbit or goat 

antibody [conjugated with Alexa 488-, 555- or 647-fluorochrome] diluted at 2 µg/mL in PBS-3% BSA 

solution and add to the cells along with Hoechst (1/1000) (Molecular Probes) for one-hour incubation 

at room temperature. After three 5min washes with PBS, cells were observed with a Zeiss LSM 710 

laser scanning confocal microscope. The quantification of the phenotypes defined to as clusters or co-

clusters at the contact, outside contact or no cluster/co-clusters were performed using Image J software 

package (http://rsb.info.nih.gov/ij). 

Live Imaging of Coculture 

Huh7.5.1 cells were transduced with lentiviral based vector to stably express GFP and infected, or not, 

with DENV 48 hours before co-culture, as above described. GFP-expressing DENV infected cells 

(DENV inf.) and corresponding uninfected control cells (Cont.) were seeded (1x104 cells per well) in 

a 96-Well Optical-Bottom Plate. The wells were pre-coated with 50µl of poly-L-lysin with (100 

mg/mL) for 30-minute incubation at 37°C, washed two times with PBS and one time with pDC 
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medium and dried off O/N at 37°C. Isolated pDCs were stained with CellTracker Red CMTPX Dye 

(CM-DiI, Life Technologies) as above described. When pDCs were added to the seeded infected (or 

uninfected) cells, the cocultures were imaged every 5 minutes for 10 hours at magnification x10 with 

a BSL3-based spinning-disc confocal microscope (AxioObserver Z1, Zeiss). The cocultures were 

maintained at 37°C, 5% CO2 in an incubation chamber throughout the course of the experiments. The 

analyses of pDC motion were performed using projection of Z-stacks with maximal intensity (i.e., 

about 3-to-5 selected Z-stacks per fields out of 20-30 Z-stacks in total). The quantification of the 

duration of contacts between pDCs and infected cells versus uninfected cells were performed using 

Image J software package (http://rsb.info.nih.gov/ij). The representation with violin plots were 

obtained using GraphPad Prism software v8.0. 

Analysis of Viral RNA Levels 

RNAs were isolated from cells or supernatants harvested in guanidinium thiocyanate citrate buffer 

(GTC) by phenol/chloroform extraction procedure as previously described (Dreux et al., 2012b). In 

the case of analysis of IFN-I mRNA analysis, RNAs isolation was followed by a DNAse treatment for 

30 min at 37°C using Turbo DNAse (Invitrogen) and inactivated in 15mM EDTA for 10min at 75°C. 

The efficiency of RNA extraction and reverse transcriptionreal-time quantitative PCR (RT-qPCR) was 

controlled by the addition of carrier RNAs encoding Xef1 a (xenopus transcription factor 1 a) in vitro 

transcripts in supernatants diluted in GTC buffer. DENV RNA, Xef1 a and intracellular 

glyceraldehyde- 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA levels were determined by RT-qPCR 

using cDNA synthesis and qPCR kits (Life Technologies) and analyzed using StepOnePlus Real-Time 

PCR system (Life Technologies), using previously described primers (Decembre et al., 2014; Dreux 

et al., 2009). Extracellular and intracellular DENV RNA levels were normalized for Xef1 and GAPDH 

RNA levels, respectively. IFN-I mRNA levels were determined by RT-qPCR using cDNA synthesis 

qPCR kits (Life Technologies) and analyzed using StepOnePlus Real-Time PCR system (Life 

Technologies), using For_IFNa2_6_14_22 : cacacaggcttccaggtcat and Rev_IFNa2_6_14_22 : 

tcttcagcacaaaggactcatctg as forward and reverse primers respectively. Intracellular IFN RNA levels 

were normalized for GAPDH RNA levels.  

Analysis of Extracellular Infectivity 

Infectivity titers in supernatants were determined by end-point dilution using Huh 7.5.1 cells. Foci 

forming unit (ffu) were detected 72 hours after infection by anti-E glycoprotein specific 

immunofluorescence for DENV (clone 3H5), as previously described (Décembre et al., 2014b; Dreux 
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et al., 2009). Briefly, Huh-7.5.1 cells were fixed with 4% PFA and permeabilized by incubation for 7 

minutes in PBS containing 0.1% Triton. Cells were then blocked in PBS containing 3% BSA for 30 

minutes and incubated for 1 hour with mouse anti-DENV E glycoprotein (clone 3H5) hybridoma 

supernatant diluted at 1:200 in PBS containing 1% BSA. After 3 washes with PBS, cells were 

incubated 1 hour with secondary Alexa 555-conjugated anti-mouse antibody (2 µg/mL) and Hoechst 

dye in PBS containing 3% BSA. Percentage of E-positive cells was determined using Olympus CKX53 

microscopes. 

Transduction procedure with Nanoblades 

Specials acknowledgments to Thibault Sohier (CIRI, lyon, France) for designing and producing the 

nanoblades used in this article. 105 Huh7.5.1 cells were transduced with 20 ul of Nanoblades containing 

gRNA(s) targeting ICAM-I gene in a final volume of 1 mL of Dulbecco’s modified Eagle medium 

(DMEM) (life technologies) supplemented with 10% FBS, 10 mM HEPES, 100 units (U)/ml 

penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 2mM L-glutamine and non-essential amino acids (Life 

technologies) for 6-8 h at 37°C/5% CO2 before supplementing with fresh medium. 

Cell sorting 

13 days after transduction by Nanoblades containing gRNA(s) targeting ICAM-I gene, cells were 

harvested using versen solution (PBS – 0.48 mM EDTA) and stained 30 min at 4°C with antibodies 

anti-CD54-647 (1µg/mL) diluted into PBS, 2% SVF, 2mM EDTA solution. After staining the cells 

were washed one times with PBS, 2% SVF, 2mM EDTA solution and concentrated at 1x107 cells/mL 

in 1mL of PBS, 2% SVF, 2mM EDTA. The negatives cells for ICAM-I (APC negatives) were sorted 

using a cell sorter FACS Aria II and collected into Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) (life 

technologies) supplemented with 10% FBS. 
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I. La synapse interferogenic : Une plateforme structurale polarisée  

Les synapses sont définies comme étant des zones de contact intercellulaires, fonctionnelles et 

asymétriques. Différents types de synapses ont ainsi été identifiées, comme la synapse neurologique 

(NS), immunologique (IS) ou plus récemment la synapse virologique (VS). Bien qu’elles diffèrent par 

leur composition et le signal transféré, elles sont toutes spécialisées dans le transfert d’information 

entre cellules. Comme nous l’avons montré précédemment, les pDCs sont capables de former des 

contacts avec des cellules infectées. Cette caractéristique est d’ailleurs nécessaire à la bonne 

reconnaissance et à l’action antivirale des pDCs contre un large panel de virus (Webster et al., 2016).  

Nous montrons que le complexe d’adhésion constitué de l’intégrine αLβ2 et de son ligand ICAM-I est 

essentiel à la formation des contacts entre les pDCs et les cellules infectées, ces mêmes molécules étant 

impliquées dans la IS entre un lymphocyte T et une APC (Dustin and Choudhuri, 2016) ou encore au 

niveau de la VS dans le cas de cellules infectées par HIV-I ou HTLV-I (Barnard, 2005; Jolly et al., 

2007). La stabilisation des contacts est une caractéristique importante de la formation des synapses et 

permet notamment aux cellules d’orienter leur sécrétion. Ainsi dans la IS, la sécrétion des granules 

lytiques par un CTL se fait exclusivement en direction de la cellule cible. Dans le cas de la VS, la 

sécrétion des virions se fait logiquement de la cellule infectée vers la cellule saine. Concernant les 

pDCs, un transfert vésiculaire de PAMPs viraux s’opère de la cellule infectée vers la pDC. Ainsi, la 

présence de l’intégrine αLβ2 accompagnée de la sécrétion polarisée de PAMPs viraux sont deux 

caractéristiques fondamentales des synapses retrouvées chez les pDCs.  

Nous démontrons chez la pDC, la polarisation au niveau de la zone de contact du cytosquelette d’actine 

et de certains de ses régulateurs, aux côtés de composants de la machinerie d’endocytose sous forme 

de coclusters. Les régulateurs du cytosquelette d’actine incluent PIP2 et sa kinase PIP5KIα, 

responsable de la synthèse de PIP2 à partir de PI4P. Concernant la machinerie d’endocytose, nous 

montrons la polarisation de clathrin et de EEA1, un marqueur des endosomes précoces. La polarisation 

de ces différents composants au niveau de la zone de contact, suggère leurs implications dans 

l’internalisation et l’acheminement des PAMPs viraux vers le compartiment endosomal où est localisé 

TLR7. Des observations similaires de polarisation ont été observées au niveau de la IS, ou le 

cytosquelette d’actine permettait la réorganisation de la synapse en différentes régions fonctionnelles 

et ou l’activation des lymphocytes T était régulée par l’internalisation du TCR, bien qu’indépendant 

de la clathrine (Compeer et al., 2018; Das et al.). Dans le cas de la VS, le transfert de virions est 
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largement dépendant du remodelage du cytosquelette d’actine au niveau de la zone de contact entre la 

cellule saine et la cellule infectée, même si l’implication de la machinerie d’endocytose n’a pas encore 

été définie clairement pour l’internalisation des virions (Ménager and Littman, 2016). La présence des 

molécules d’adhésion, d’une sécrétion polarisée ainsi que de la polarisation spécifique des différents 

composants du cytosquelette d’actine et de la machinerie d’endocytose nécessaire à l’activation des 

pDCs par contact avec des cellules infectées nous conduit à décrire un nouveau type de synapse. Cette 

structure, regroupant toutes les caractéristiques des synapses préalablement décrites et requise pour la 

production d’IFN-I médiée par les pDCs, est appelée la Synapse Interférogénique (iSYN) (Figure 9). 

En plus de l’identification de la iSYN, nous montrons que sa formation est régulée par la voie de 

signalisation TLR7, et renforcée par la voie de signalisation IFNAR. En effet nous observons une 

polarisation accrue au niveau de la iSYN chez les pDCs en contact avec des cellules infectées, 

contrairement à des cellules saines. La voie de signalisation TLR7 étant impliquée dans l’activation 

des pDCs en réponse à DENV et HCV, son implication dans la formation de la iSYN ne fait aucun 

doute. De plus nous avons également montré que l’IFN-I stimulait également la polarisation des 

différents constituant de la iSYN, soulignant la contribution de la voie de signalisation IFNAR dans 

sa régulation. Bien que l’état d’activation des pDCs ne semble pas impacter la polarisation au niveau 

de la zone de contact de l’intégrine αLβ2, la polarisation de vinculine dépendante de la voie TLR7 

suggère que la stabilité du complexe intégrine αLβ2/ICAM-I est dépendante de l’état d’activation des 

pDCs. En effet, après interaction entre la forme d’affinité intermédiaire de l’intégrine αLβ2 et son 

ligand ICAM-I, les tensions exercées par le cytosquelette d’actine sur la queue cytoplasmique de 

l’intégrine, permettent son ouverture vers sa forme de haute affinité. La polarisation de vinculine 

subséquente à l’activation complète des intégrines, stabilise les interactions entre le cytosquelette 

d’actine et les intégrines au niveau de la zone de contact, renforçant les contacts, et par extension la 

iSYN. La iSYN agit donc comme une plateforme structurale dont la polarisation au contact est médiée 

par l’état d’activation des pDCs, notamment via les voies de signalisation TLR7 et IFNAR dans le cas 

de la réponse antivirale médiée contre DENV, HCV et ZIKA.   

Il est important de noter que les différents éléments observés dans la composition de la iSYN comme 

l’actine, PIP2, clathrin, EEA1 ou vinculine, sont également retrouvés sous forme de coclusters chez 

les pDCs isolées. Cela suggère l’existence d’une plateforme structurale « préformée » qui pourrait 

expliquer la rapidité de réponse des pDCs. Des observations en live imaging spinnig disk de coculture 

entre pDCs et cellules infectées, sont en cours de réalisation au laboratoire afin d’observer la 
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polarisation du cytosquelette d’actine via l’utilisation de Sir-actine, un fluorogène marquant 

spécifiquement l’actine sous sa forme filamenteuse. Ces observations pourraient nous renseigner sur 

la vitesse de polarisation du cytosquelette d’actine au niveau de la zone de contact entre les pDCs et 

les cellules infectées, et par extension la vitesse de formation de la iSYN. Néanmoins une observation 

plus exhaustive des différents composant polarisant à la iSYN nécessite le développement de nouveaux 

modèles de cellules dendritiques plasmacytoides génétiquement modifiées. La constitution de tels 

modèles constitue un véritable défi, étant donné la durée de vie des pDCs s’étalant à quelques jours. Il 

nous faudrait pour cela modifier génétiquement de cellules souches CD34+ isolées à partir de sang de 

cordon, pour ensuite les différencier en pDCs. Un processus loin d’être triviale, mais dont 

l’optimisation est en cours de développement, avec comme exemple la récente démonstration que 

l’IFN était essentiel pour la maturation et le fonctionnement des pDCs dérivées de CD34+ (Laustsen 

et al., 2018). 

II. Modèle d’action antivirale des cellules dendritiques plasmacytoides  

Nos résultats nous ont permis de développer un modèle d’action des pDCs par contact physique avec 

des cellules infectées. Dans ce modèle, des pDCs circulantes rencontrent une cellule avec laquelle elles 

établissent un premier contact transitoire. Ce contact est caractérisé par la conservation de la 

morphologie ronde des pDCs, où l’on observe une faible polarisation de l’intégrine αLβ2 au niveau de 

la zone de contact. Si la cellule rencontrée n’est pas infectée, la pDC incapable de s’activer ne 

stabilisera pas le contact qui finira par se rompre. Dans le cas où la cellule rencontrée est infectée, le 

transfert vésiculaire de PAMPs vers la pDC permet sa reconnaissance par TLR7. La voie de 

signalisation TLR7 entraine la formation de la iSYN mais également la production d’IFN-I médiée par 

IRF7. L’IFN-I secrété va alors agir de manière autocrine sur le pDC déjà en contact par la voie de 

signalisation IFNAR et renforcer la iSYN. Cette réorganisation du cytosquelette d’actine et de la 

machinerie d’endocytose au niveau du contact par les voies de signalisation TLR7 et IFNAR facilite 

de novo le transfert de PAMPs vers la pDC et sa reconnaissance par TLR7 (Figure9). Apparait alors 

une boucle de régulation positive, permettant un transfert toujours important de PAMPs de la cellule 

infectée vers la pDC, résultant en une production robuste et localisée d’IFN-I. L’IFN-I sécrété va 

également agir de manière paracrine sur les pDCs isolées et potentialiser leurs réponses par la synthèse 

d’ISGs impliqués dans la formation de la iSYN. Ainsi, IFNAR pourrait favoriser la voie de 

signalisation TLR7 par l’induction d’IRF7, un ISG, comme suggéré par (Tomasello et al., 2018b) où 
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la production d’IFN-I en réponse au CpGA in vivo est altérée en absence d’IFNAR. Les pDCs ainsi 

apprêtées seraient moins dépendantes de l’action autocrine de l’IFN-I pour renforcer la iSYN, 

accélérant leurs réponses. La coopération entre pDCs serait une notion essentielle à leur activité, 

l’activation de quelques-unes entrainant l’activation d’un plus grand nombre. Ce modèle est cohérent 

avec les publications suggérant que la réponse IFN-I des pDCs par la stimulation de leurs TLRs est 

facilitée par la densité cellulaire (Kim et al., 2014; Wimmers et al., 2018b). 

 

 

Figure 9 : Modèle d’activation des cellules dendritiques plasmacytoides  

La première phase d’activation des pDCs consiste en la formation d’un contact par l’interaction du complexe intégrine αLβ2/ICAM-I, 

permettant le transfert de « transporteurs de PAMPs » ou « PAMPS carriers », de la cellule dendritique plasmacytoide vers la cellule 

infectée. Ces PAMPs carriers incluent des exosomes contant l’ARN virale dans le cas de HCV ou des particules immatures dans le cas 

de DENV.  Les PAMPs endocytés, sont acheminés au niveau des endo-lysosomes ou ils sont reconnus par TLR7, déclenchant sa voie de 

signalisation via le facteur de transcription IRF7. La voie de signalisation TLR7 entraine la polarisation au niveau de la zone de contact 

du cytosquelette d’actine accompagné de ses régulateurs ainsi que des composants de la machinerie d’endocytose pour former la iSYN 

ainsi que la production d’IFN-I (flèches noires) représentant la première phase d’activation des pDCs. Dans un second temps, l’IFN-I 

produit entraine l’expression d’ISGs dans les pDCs via la voie de signalisation d’IFNAR. IRF7 étant un ISGs, est régulé de manière 

positive, favorisant la voie de signalisation de TLR7. Cette amplification va entrainer une maturation de la iSYN via le renforcement de 

la polarisation des différents composants au niveau de la iSYN.  Il s’en suit une augmentation de la stabilisation du complexe intégrine 

αLβ2/ICAM-I, consolidant les contacts entre la pDC et la cellule infectée, permettant un transfert plus important de PAMPs carriers 

(flèches rouges). En parallèle l’IFN-I produit par l’activation des pDCs va accélérer la formation des iSYN des pDCs adjacents encore 

non activées, par la régulation positive de IRF7. 
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III. Une boucle de régulation IFN-I restreinte dans le temps ?  

De manière intéressante, nos résultats suggèrent que l’effet de potentiation de l’IFNβ recombinant sur 

les contacts entre pDCs et cellules infectées ne serait présent uniquement que dans les premières heures 

d’activation des pDCs. Néanmoins, il est probable que cette effet soit présent en continu, mais qu’il ne 

soit observable que dans les premières heures de coculture, avant que l’IFN-I produit par les pDCs 

rende négligeable le traitement d’IFNβ.  

Comme suggéré par nos résultats de coculture en présence de ccSN, les pDCs seraient très sensibles à 

l’IFN-I, et l’ajout de faibles quantités d’IFN-I serait suffisant pour induire la potentiation de la iSYN 

et la stimulation des pDCs. En effet le ccSN est récolté seulement après 4 heures de coculture entre 

pDCs et cellules infectées, peu après qu’elles aient commencées à produire de l’IFNα. Ce dernier est 

ensuite dilué près de 20 fois lors de son ajout dans la seconde coculture (10µl de ccSN dans 200µl de 

coculture finale). La concentration d’IFNα dans la coculture après le traitement ccSN est alors très 

faible, et ne serait même pas détectable par test ELISA. Cependant son effet est bien observable sur 

l’activation des pDCs, à la fois sur la production d’IFNα que sur la formation de conjugué.  Il serait 

intéressant de regarder l’expression d’IFNAR à la surface des pDCs, son expression importante à l’état 

basale pouvant expliquer une réponse rapide à des niveaux réduits d’IFN-I.  

Des résultats de coculture entre pDCs et cellules infectées par DENV n’ont montré qu’un faible effet 

de neutralisation d’IFNAR sur la production d’IFNα après 20 heures de coculture (résultats non 

montrés). Ces résultats en accord avec l’effet succinct de la potentiation médiée par IFNAR peuvent 

néanmoins être contestés. En effet, pour déterminer l’impact de la voie de signalisation de l’IFN-I sur 

l’activation des pDCs, nous avons recours à des anticorps neutralisants dirigés contre IFNAR. Les 

pDCs et les cellules infectées exprimant IFNAR, la neutralisation obtenue n’est pas spécifique aux 

pDCs. Les cellules infectées n’étant pas capables de répondre à la voie de signalisation de l’IFN-I, 

celles-ci deviennent potentiellement plus sensibles à l’infection. Cela pourrait augmenter le nombre de 

particules infectieuses secrétées par les cellules infectées par rapport aux conditions de coculture sans 

anti-IFNAR, et en parallèle le nombre de particules immatures dans le cas de DENV, à l’origine d’une 

augmentation de la réponse IFN-I par les pDCs, indépendante de la boucle d’activation. 

La capacité de neutralisation de l’anticorps pour des durées prolongées de coculture est également 

remise en cause.  Celui-ci ne bloquant pas l’interaction entre IFNAR et son ligand IFN-I, mais sa voie 



Page 122  

de signalisation, l’internalisation et le recyclage du récepteur à a surface des cellules pourrait toujours 

être actif, à l’origine d’un effet atténué.  

Nous avons également montré que les pDCs étaient capables de secréter des quantités importantes 

d’IFN-III suite à des contacts avec des cellules infectées par DENV. L’IFN-III possède des récepteurs 

qui lui sont propre, appelés récepteurs à l’interféron lambda (IFNLR), mais sa voie de signalisation est 

commune avec celle induite par l’IFN-I. Les pDCs exprimant également IFNLR, il serait intéressant 

d’investir le rôle de l’IFN-III dans la réponse antivirale médiée par les pDCs, notamment son 

implication dans le renforcement de la iSYN.  

IV. La synapse interferogénique permet une réponse localisée 

Une production systémique et massive d’IFN et de cytokines pro-inflammatoires sont connues pour 

avoir un effet néfaste pour l’hôte. Nous démontrons ici que la formation des contacts entre les pDCs 

et les cellules infectées par l’intermédiaire d’une iSYN est requise pour la production d’IFN-I, 

confinant la réponse antivirale au niveau du site d’infection. Ces résultats sont cohérents avec de 

précédentes publications démontrant que l’action antivirale médiée par les pDCs in vivo se faisait en 

dépit d’un niveau indétectable ou très transitoire d’IFN-I systémique, suggérant la sécrétion d’IFN-I 

par les pDCs au niveau du site d’infection (Swiecki et al., 2010; Webster et al., 2018). Ici nous 

démontrons que l’action paracrine de l’IFN-I par les pDCs en contact avec des cellules infectées 

stimule la mise en place de la iSYN des pDCs avoisinantes, suggérant l’importance de la contiguïté 

entre pDCs dans l’exercice de leurs actions antivirales. Ainsi, cette réponse localisée au niveau du site 

d’infection serait également requise pour une activation optimale des pDCs. De plus il a été observé 

in vivo des défauts de migration chez les pDCs dépourvues d’IFNAR. Ces pDCs n’étant plus capables 

de migrer de la pulpe rouge vers les zones des cellules T pour former des coclusters après stimulation 

par un ligand de TLR7.  Ce défaut de migration n’étant pas retrouvé chez les cDCs suggère une 

implication spécifique d’IFNAR dans le confinement éventuel des réponses des pDCs (Asselin-Paturel 

et al., 2005). Ainsi la réponse localisée des pDCs au niveau du site d’infection permettrait à la fois 

d’éviter les dégâts potentiels d’une production d’IFN-I systémique tout en favorisant leurs activations. 
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V. Caractériser d’avantage la synapse interferogénique 

Il serait intéressant d’investiguer l’impact des chémokines sur l’activation et la polarisation de 

l’intégrine αLβ2 au niveau de la zone de contact entre les pDCs et les cellule infectées. En effet, nous 

avons observé que ces évènements de polarisation étaient indépendants et certainement antérieurs aux 

voies de signalisation TLR7 et IFNAR. Contrairement à l’IS, ou l’activation des intégrines à la surface 

du lymphocyte T est médiés par l’engagement de son TCR et de ses récepteurs aux chémokines (CXCR 

ou CCR), seul les récepteurs aux chémokines sont exprimés à la surface des pDCs. Bien que ces 

récepteurs divergent de ceux exprimés par les lymphocytes, ils apparaissent comme une alternative 

plausible quant à l’activation de l’intégrine αLβ2.  

La migration des pDCs implique de nombreux récepteurs de chémokines et il a notamment été montré 

in vivo qu’en cas d’inflammation, la migration des pDCs vers le tissu enflammé était médiée par 

CXCR3 et CCR7. Les auteurs ont également démontré que la stimulation des pDCs par un ligand de 

TLR9 augmentait l’expression de CCR7 et par conséquent leur capacité à répondre à son ligand CCL21  

(Asselin-Paturel et al., 2005). L’implication de CCR7 dans la migration des pDCs in vivo au niveau 

des ganglions lymphatiques, aussi bien dans des conditions basales que dans des conditions 

d’inflammation, a également été rapportée (Seth et al., 2011;). In vitro, des pDCs stimulées par CCL21 

ont manifesté une adhésion accrue sur une surface recouverte de fragments Fc de ICAM-I, ces effets 

étant inhibés par traitement avec la toxine pertussique, reconnue pour inhiber le chémotactisme des 

cellules neutrophiles, des lymphocytes et des macrophages (Umemoto et al., 2012). Ces observations 

suggèrent que la stimulation des pDCs via leurs TLRs, stimulerait l’expression de certains récepteurs 

aux chémokines, dont l’activation favorisait l’attachement des pDCs, notamment par la formation du 

complexe intégrine αLβ2 / ICAM-I. De plus, la voie de signalisation médiée par CCR7 est impliquée 

dans l’augmentation d’affinité de l’intégrine αLβ2 au niveau de la IS (Kliche et al., 2012). Une récente 

étude a également démontré le recrutement de CCR7 au niveau de la IS et son implication spécifique 

dans l’activation du TCR ainsi que dans la polarisation de l’intégrine αLβ2 (Laufer et al., 2019).  

Par ailleurs l’engagement de l’intégrine αLβ2 avec son ligand ICAM-I au niveau de la IS et de la VS, 

est impliqué dans la polarisation vers la zone de contact du centrosome (MTOC) et du golgi. Cette 

polarisation dirigerait la sécrétion des granules lytiques dans le cas de la IS entre un CTL et une cellule 

cible (Dustin and Choudhuri, 2016), ou encore des virions dans le cas de la VS (Starling and Jolly, 

2016). C’est pourquoi nous sommes actuellement en cours d’observation au laboratoire afin de 
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déterminer si des mécanismes similaires de polarisation étaient observés chez les pDCs en réponse à 

la formation de la iSYN. Contrairement au transfert de PAMPs viraux précédemment cité, la 

polarisation du MTOC et du Golgi au niveau de la zone de contact pourrait permettre la sécrétion 

polarisée de molécules effectrices comme l’IFN-I de la pDC vers la cellule infectée.  

De plus, bien que la production d’IFNα par les pDCs en réponse au virus influenza soit indépendante 

des contacts, des défauts de production ont été observé pour des pDCs incapables de relocaliser leur 

TLR7 en périphérie (Saitoh et al., 2017). Il serait donc intéressant de transposer ces marquages 

immunologiques de TLR7 dans le cadre de la iSYN, afin d’y observer ou non la présence de TLR7.  

En effet, nous avons démontré que des composants de la machinerie d’endocytose polarisaient au 

niveau de la zone de contact entre les pDCs et les cellules infectées, incluant EEA1, un marqueur des 

endosomes précoces.  Ainsi, dans le cas où les endosomes contenant TLR7 polariseraient au niveau de 

la iSYN, leurs proximités physiques avec des endosomes précoces contant les PAMPs viraux, 

favoriseraient une reconnaissance rapide à l’origine d’une réponse IFN-I médiée par IRF7.  

VI. Une lignée cellulaire déficiente pour ICAM-I, un nouvel outil 

Nous avons montré que l’intégrine αLβ2 s’accumule au niveau du site de contact entre le pDC et la 

cellule infectée. De plus nous avons démontré par l’utilisation d’anticorps bloquant que la production 

d’IFNα par les pDCs est dépendante de l’interaction entre l’intégrine αLβ2 et son ligand ICAM-I. Ces 

observations ont été confirmées par une diminution de la production d’IFNα par les pDCs en coculture 

avec des cellules infectées régulées négativement pour ICAM-I (ICAM-I DR). Bien que diminuée, les 

pDCs sont toujours capables de produire de l’IFN-I en présence de cellules infectées ICAM-I DR. Ce 

résultat peut être expliqué par une régulation négative insuffisante d’ICAM-I s’élevant à 60% des 

cellules infectées, celui-ci étant fortement exprimé à la surface des cellules Huh7.5.1. Pour valider 

l’implication du complexe intégrine αLβ2 /ICAM-I dans l’activation des pDCs nous avons souhaité 

développer une lignée cellulaire Huh7.5.1 Knock out pour ICAM-I (ICAM-I KO).  

A l’aide de la technologie nanoblade, utilisant des enveloppes virales contenant un ARN guide 

spécialement dirigé contre le gène ICAM-I associé à l’endonucléase Cas9, nous avons mis en place 

une lignée de cellule Huh7.5.1 déficiente pour ICAM-I (Mangeot et al., 2019). La réduction de 

l’expression de ICAM-I dans la lignée cellulaire KO a été validée par FACS, avec plus de 92% des 

cellules négatives pour ICAM-I (Figure 4A-D). De manière consistante avec les résultats obtenus pour 
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les cellules ICAM-I DR, nous montrons que la production d’IFNα par des pDCs en coculture avec des 

cellules infectées déficientes pour ICAM-I est grandement diminuée mais pas totalement inhibée 

(Figure 4E). En absence de pDC, l’élimination de ICAM-I n’a entrainé aucun changement sur la 

réplication du virus ou sur le relargage de particules infectieuses (Figure 4E). Nous démontrons 

également que la fréquence de formation des conjugués entre pDCs et cellules infectées était fortement 

réduite dans le cas des cellules ICAM-I KO (Figure 4F).  En accord avec nos précédents résultats, 

nous confirmons que les interactions entre pDCs et cellules infectées sont médiées par la formation du 

complexe αLβ2/ICAM-I et que celui-ci est nécessaire pour la production d’IFNα par les pDCs. 

Il n’est pas exclu que la production d’IFNα produit par les pDCs en coculture avec les cellules infectées 

ICAM-I soit due à la faible proportion de cellules toujours positives pour ICAM-I (Figure 4D). 

Néanmoins il est plus probable d’envisager l’implication d’autres molécules d’adhésion, dont l’action 

a été inhibée par encombrement stérique lors des traitements par des anticorps bloquant dirigés contre 

l’intégrine αLβ2 ou son ligand ICAM-I. Néanmoins il n’a été observé aucun contact entre pDC et 

cellule ICAM-I KO par microscopie confocal (résultats non montrés).  De plus, il est également 

envisageable que les contacts entre pDCs et cellules infectées, même ICAM-I KO, soient forcés dans 

nos cocultures in vitro, un grand nombre de cellules finissant par sédimenter au fond du puits, shuntant 

la formation des complexes d’adhésion nécessaires à l’activation des pDCs. 

Un autre mécanisme à considérer est la production d’IFN-I dépendante des contacts entre pDCs. En 

effet, il a été montré que des pDCs in vitro stimulées par un ligand de TLR7 (ARNsb polyU) étaient 

capables de se regrouper en cluster pour produire de l’IFN-I, les clusters étant médiés par le complexe 

d’adhésion αLβ2 et son ligand ICAM-I, tous deux exprimés par les pDCs (Saitoh et al., 2017). Ainsi 

en présence de cellules infectées déficientes pour ICAM-I, les pDCs pourraient avoir recours à cette 

alternative pour s’activer, se transférant des PAMPs viraux en absence de iSYN. Néanmoins ce moyen 

d’activation serait très restreint et ne permettrait pas une activation complète des pDCs. Des analyses 

complémentaires de nos données d’Image Stream X, technique utilisée pour déterminer la fréquence 

des contacts, des cocultures entre pDCs et cellules ICAM-I KO, pourraient être conduites en ciblant 

spécifiquement les conjugués pDC-pDC.  Néanmoins il n’est pas exclu que les contacts entre pDCs 

soient moins stables que ceux observés avec les cellules infectées, entrainant leurs ruptures lors de 

l’acquisition.  
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Cette lignée cellulaire pourrait également nous permettre de tester la spécificité d’espèce dans la 

formation de la iSYN pour déterminer si les pDCs humaines sont capables d’interagir avec des cellules 

exprimant ICAM-I murin. Le but étant de mettre en place des systèmes contenant des molécules 

ICAM-I tronquées pour prévenir son interaction avec le cytosquelette d’actine et ainsi moduler la 

stabilisation des contacts. 
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